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RESUMO

Introducéo: A doenca arterial coronariana (DAC) € a principal causa de morbidade e
mortalidade no mundo, sendo caracterizada como uma doenca inflamatéria cronica,
multifatorial, cuja fisiopatologia € a aterosclerose. Considerando a alta herdabilidade
da doenca, vérios polimorfismos genéticos vém sendo estudados e associados com o
surgimento da DAC e, entre eles, destacam-se variantes nos genes CD14, TLR4,
NFKB1 e TNFa, os quais regulam a via de sinalizacéo celular do sistema imune inato
e desencadeiam o processo inflamatério na DAC. Objetivo: O objetivo principal deste
estudo é verificar a possivel associacdo de polimorfismos nos genes CD14
(rs2569190), TLR4 (rs4986790 e rs4986791), NFKB1 (rs28362491) e TNFa
(rs1800629 e rs361525) com a DAC. Metodologia: A amostra foi composta por 707
individuos adultos submetidos ao exame de cateterismo cardiaco no Hospital Bruno
Born, de Lajeado, RS. Todos os individuos assinaram um termo de consentimento
livre e esclarecido e responderam a um questionario semiestruturado. Os individuos
foram classificados entre casos e controles, por um médico cardiologista, com base
no seguinte critério: presenca de estenose, com comprometimento maior do que 50%,
em pelo menos uma das artérias coronarias. Foram também coletadas amostras de
sangue periférico para analises bioquimicas e moleculares. A extracdo de DNA foi
realizada pelo método de salting out. Os polimorfismos dos genes CD14, TLR4 e
TNFa foram genotipados pelo sistema de discriminacdo alélica TagMan, em
equipamento de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em Tempo Real
(StepOnePlus®). O polimorfismo rs28362491, no gene NFKB1, foi amplificado através
da técnica convencional de PCR. Resultados: Identificamos uma associacao dos
polimorfismos rs2569190, localizado no gene CD14, e rs28362491, no gene NFKB1,
com a DAC. Além disso, foram detectados efeitos dos polimorfismos dos genes TLR4
e TNFa nos niveis glicémicos e dos polimorfismos nos genes TLR4, NFKB1 e TNFa
no perfil lipidico. Conclusdo: Nossos achados sugerem a participacdo de
polimorfismos nos genes CD14 e NFKB1 no desenvolvimento da DAC na nossa
amostra, corroborando evidéncias prévias do envolvimento de genes do processo
inflamatorio nessa patologia.

Palavras chave: Sistema imune inato, CD14, TLR4, NFKB1 e TNFa.



ABSTRACT

Introduction: Coronary artery disease (CAD) is the main cause of morbidity and
mortality in the world, being characterized as a chronic, multifactorial inflammatory
disease, whose pathophysiology is atherosclerosis. Considering the high heritability of
the disease, several genetic polymorphisms have been investigated and associated
with CAD and, among them, there are variants in the CD14, TLR4, NFKB1 and TNFa
genes, which regulate cell signaling pathways of the innate immune system and
inflammatory process in CAD. Objective: The main objective of this study is to verify
the association beteween polymorphisms in the CD14 (rs2569190), TLR4 (rs4986790
and rs4986791), NFKB1 (rs28362491) and TNFa (rs1800629 and rs361525) genes
and CAD. Methods: The sample group was composed of 707 adult individuals,
recruited at the time when they were bought in for coronary angiography procedures
at the Hemodynamic Center of the Hospital Bruno Born, City of Lajeado, Rio Grande
do Sul. The individuals were classified between cases and controls by a cardiologist,
based on the following criteria: presence of stenosis, greater than 50% of the luminal
diameter, in at least one of the coronary arteries. Peripheral blood samples were also
collected for biochemical and molecular analyzes. DNA extraction was performed
using the salting out method. The polymorphisms in the CD14, TLR4 e TNFa genes
were genotyped by Tagman® allelic discrimination assays. The rs28362491
polymorphism in the NFKB1 gene was amplified by polymerase chain reaction (PCR).
Results: We identified an association between the polymorphisms rs2569190, located
in the CD14 gene, and rs28362491, located in the NFKB1 gene, and CAD. In addition,
there were detected significant effects of TLR4 and TNFa gene polymorphisms on
glycemic levels and TLR4, NFKB1 and TNFa gene polymorphisms on the lipid profile.
Conclusion: Our findings suggest a role for the polymorphisms in CD14 and NFKB1
genes in CAD susceptibility in our sample, corroborating previous evidence of the
envolviment of inflamotory process genes in this patology.

Keywords: Innate immune system, CD14, TLR4, NFKB1 and TNFa.
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INFLUENCIA DE POLIMORFISMOS EM GENES DO PROCESSO
INFLAMATORIO NA DOENCA ARTERIAL CORONARIANA

1 INTRODUCAO

A doenca arterial coronariana (DAC) € uma doenca multifatorial, complexa e
com altos indices de morbidade e mortalidade, sendo considerada a principal causa
de 6bitos em todo o mundo. No Brasil, cerca de 300 mil pessoas morrem anualmente
devido as doencas cardiovasculares. Esses altos indices de mortalidade e os altos
custos em tratamentos, gastos pelo governo através do Sistema Unico de Saude
(SUS), tornam essa patologia um grande problema de salde publica (DATASUS,
2012, WHO, 2012; ROBERTS, 2014; GUVEN et al., 2015).

Do ponto de vista fisiopatologico, a DAC € determinada pela presenca da
aterosclerose, uma doenca inflamatoria cronica, caracterizada pelo acumulo de
substancias lipidicas e matrizes fibrosas no endotélio das artérias de médio e grande
calibre (BRASIL, 2013; ELSAID et al., 2014). Esse acumulo de substancias lipidicas é
decorrente dos altos niveis séricos de colesterol que, em consequéncia, aumentam
0s niveis da lipoproteina de baixa densidade (LDL), que é carreadora do colesterol. O
LDL-colesterol se acumula na parede dos vasos, sofrendo oxidacdo (LDL-ox) e

atraindo, entdo, moléculas de adesao leucocitaria e mondcitos que, posteriormente,
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se transformam em macroéfagos, formando a placa aterosclerética (HANSSON, 2005;
DE CARVALHO et al., 2010; CANUEL et al., 2013).

A formacdo da placa aterosclerética na DAC inicia devido a presenca de varios
fatores de riscos, bem descritos na literatura, como pressao arterial sistémica elevada,
dislipidemias, diabetes mellitus (DM), tabagismo, sedentarismo, gordura abdominal,
entre outros (BRASIL, 2013; ANUJUO et al., 2015). Entretanto, apesar de bem
estabelecidos esses fatores de risco, sabe-se que fatores genéticos também
apresentam um papel importante na doenca, cuja herdabilidade é estimada entre 40-
50%. (ZDRAVKOVIC et al.,, 2001; ZDRAVKOVIC et al., 2007; PEDEN; FERRALL,
2011; ROBERTS, 2014) e, a partir de estudos de ligacdo, estudos de associacédo gene
candidato e de varredura genbmica (GWAS, do inglés Genome-wide association
study), tem-se evidenciado varios loci génicos envolvidos no desenvolvimento da
DAC. Entre eles, destaca-se a regido cromossomica 9p21, o gene do receptor de LDL
(LDLR), o gene da Apolipoproteina-E (ApoE) e, mais recentemente, genes envolvidos
na via de sinalizaggo NFKB (nuclear fator kappa B), entre outros
(CARDIOGRAMPLUSCA4C CONSORTIUM et al., 2013; ROBERTS, 2014).

A via de sinalizacdo celular envolvida na DAC consiste no reconhecimento do
LDL-ox pelos macréfagos, através do receptor CD14 (cluster of differenciation 14)
acoplado ao receptor de membrana TLR4 (toll-like receptor 4), com auxilio da
molécula adaptadora MD2 (myeloid differentiation 2). O receptor TLR4 entra em
contato com a proteina MyD88 (myeloid differentiation protein 88), que emite sinais
para dentro da célula liberando o NFkB, o qual entra no nucleo e ativa a transcricéo
de varias citocinas pro-inflamatdrias, como o TNFa (tumor necrosis fator alpha), que
irdo desencadear o processo inflamatério da doenca. Dessa forma, os genes CD14,
TLR4, NFKB1 e TNFa sao os principais genes envolvidos no sistema imune inato,
visto que as proteinas codificadas por eles desencadeiam o processo inflamatorio na
DAC (JIA et al., 2014; TUNDUP et al., 2015).
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1.1 Tema

Investigacdo do efeito de polimorfismos em genes envolvidos no processo
inflamatério (CD14, TLR4, NFKB1 e TNFa) na DAC.

1.2 Problema

Os polimorfismos selecionados estdo associados com a DAC na amostra

investigada?

1.3 Hipd6tese

Os polimorfismos selecionados nos genes CD14, TLR4, NFKB1 e TNFa,
isoladamente ou em conjunto, estdo associados com a DAC na amostra investigada.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo é verificar a associacédo de polimorfismos nos genes
CD14 (rs2569190; -260C/T), TLR4 (rs4986790; 896A/G e rs4986791; 1196 C/T),
NFKB1 (rs28362491; -94 ins/del ATTG;) e TNFa (rs1800629; -308G/A e rs361525;
-238G/A) com a DAC.
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1.4.2 Objetivos Especificos

a) Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos rs2569190
(CD14), rs4986790 e rs4986791 (TLR4), rs28362491 (NFKB1) e rs1800629 e
rs361525 (TNFa) em uma amostra de 707 individuos submetidos ao exame de
cateterismo cardiaco no servico de Hemodindmica do Hospital Bruno Born de
Lajeado, RS;

b) Verificar se existe associacao entre os polimorfismos selecionados e a DAC;

C) Verificar se os polimorfismos selecionados influenciam as variaveis clinicas dos

individuos incluidos no estudo;

d) Testar o efeito de possiveis interagcdes gene-gene nas variaveis clinicas da

amostra investigada.

1.5 Justificativa

As doencas cardiovasculares (DCVs) por anos tém sido a principal causa de
Obitos no mundo e estima-se que, até 2030, aproximadamente 23.6 milhdes de
pessoas terdo morrido devido a essa patologia. Dentre as DCVs, a DAC é responsavel
pelo maior nimero de mortes, em comparagdo as demais doencgas. Devido ao alto
indice de mortalidade, a DAC € um grave problema de saude publica, com altos custos
para o Sistema Unico de Saude, no Brasil. Nesse sentido, uma melhor compreenséo
dos mecanismos fisiopatologicos dessa doenca pode abrir caminhos para o

desenvolvimento de novas estratégias preventivas e/ou novos tratamentos.

Sabe-se que a predisposicdo genética tem uma grande importancia no
desenvolvimento da DAC e, de fato, os estudos de varredura gendmica, que
identificam genes implicados em doencas humanas através de pequenas variacdes
no genoma, tém evidenciado associac¢des significativas entre diversos polimorfismos

genéticos e o desenvolvimento dessa patologia. Entretanto, apesar desses achados,
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até o momento, nenhum gene de grande efeito foi identificado e novas estratégias de
estudos tém sido desenvolvidas. Entre essas estratégias, alguns autores tém proposto
0 estudo de interacdes gene-gene, com base em hipoteses biologicas definidas a

priori.

Baseado nas evidéncias cientificas que demonstram a relacdo dos genes
CD14, TLR4, NFKB1 e TNFa com diversas doencas cardiovasculares, e nas
evidéncias biologicas de interacdes entre os componentes codificados por esses
genes, a hipotese principal deste estudo é que polimorfismos comuns nesse sistema
podem influenciar, sozinhos ou em conjunto, a susceptibilidade a DAC. Com esse
trabalho, pretendemos ajudar a esclarecer parte dos mecanismos genéticos
envolvidos na DAC, na nossa populacdo, possibilitando, futuramente, um
conhecimento mais completo dessa patologia, visando um melhor diagndstico,
prevencdo e o0 desenvolvimento de novas estratégias, mais adequadas e

personalizadas, de tratamento.



2 FUNDAMENTACAO TEORICO

2.1 Caracterizagdo epidemiolégica da doenca arterial coronariana

As doencas crbnicas nao transmissiveis (DCNT), como, por exemplo, as DCVs,
0 cancer, a doenca respiratoria crbnica, o diabetes mellitus (DM) e a hipertensao
arterial, sdo as principais causas de mortalidade e morbidade em todo o mundo
(DUNCAN et al., 2012; WHO, 2012). Dentre essas patologias, as DCVs sdo a causa
namero um de mortes, tanto em paises desenvolvidos como subdesenvolvidos. A
World Health Organization (WHO) estimou, em 2012, cerca de 17.5 milhdes de mortes
em todo o mundo por doencas cardiacas, o que representou 31% de todas as mortes
naquele ano. No Brasil, 300 mil pessoas morrem anualmente por esse tipo de
enfermidade. Desses altos indices de mortes mundiais, estima-se que 7.4 milhdes
foram devido a doenca arterial coronariana (DAC). Acredita-se que, até 2030, cerca
de 23.6 milhdes de pessoas terdo morrido por doengas cardiovasculares, segundo
estimativas da WHO (WHO, 2016).

Os altos indices de mortes e, consequentemente, o elevado custo para o
governo, especialmente quanto aos gastos com medicamentos e internacdes, atraves
do SUS, fazem com que as DCVs sejam um grande problema para a saude publica.
Em relagdo aos custos com as doencas cardiovasculares, em 2009, o Ministério da
Saude (DATASUS) registrou 91.970 internagbes, totalizando um custo de

R$165.461.644,33. J4 no ano de 2012, o numero de internacfes foi ainda maior,
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correspondendo a 242.858 internacdes, segundo o DATASUS, o que
consequentemente gerou altos gastos para o governo (DATASUS, 2012; DE
ANDRADE et al., 2013).

2.2 Caracterizagao clinica da doencga arterial coronariana

O coracéo € um 6rgao muscular que funciona como uma bomba, cuja principal
funcdo é impulsionar o sangue através dos vasos sanguineos, fazendo-o chegar a
todas as células do organismo, fornecendo nutrientes essenciais e facilitando a
eliminacéo de produtos residuais das células. Para esse bombeamento funcionar, o
miocardio (musculo do coracéo) necessita de suprimento adequado e continuo de
sangue e oxigénio (MESQUITA et al., 2004; THYGESEN et al, 2012).

As doencas cardiovasculares sdo um grupo de doencgas que afetam o sistema
circulatorio, ou seja, atingem o impulsionamento do sangue através dos vasos
sanguineos pelo coracdo. Dentre as principais doencas, encontram-se a DAC
(acomete 0s vasos corondrios que abastecem o coracao), a doenca cerebrovascular
(acomete os vasos sanguineos que irrigam o cérebro) e a doenca cardiaca congénita
(malformacbes do coracdo presente antes mesmo do nascimento), cujas principais
manifestacdes clinicas sdo, respectivamente, angina, derrames e infarto do miocardio
(IM), que sédo eventos agudos causados por um bloqueio nos vasos impedindo a
fluidez do sangue para o coracdo ou para o cérebro (HANSSON; LIBBY, 2006; SILVA
et al., 2013; WHO, 2016).

A DAC teve origem na medicina ocidental com a descricdo de angina de peito
(dor no peito), por William Heberden’s, em 1768 e, posteriormente, Rudolf Virchow foi
0 primeiro descrever o quadro clinico da doencga (KLINE; CONTI; WINCHESTER,
2015). A DAC € uma doenca complexa, multifatorial, influenciada por uma combinacéo
de fatores ambientais e genéticos, que esta diretamente relacionada ao grau de
obstrucdo do fluxo sanguineo das artérias coronarias pelas placas ateroscleréticas,
consequentemente, apresentando multiplos estagios de desenvolvimento. De um

modo geral, podemos dizer que a fisiopatologia da DAC é a aterosclerose (SAMANI;
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SCHUNKERT, 2008; CANUEL et al., 2013; ELSAID et al., 2014; ROBERTS, 2014;
GUVEN et al., 2015).

2.3 Aterosclerose

A aterosclerose é uma doenca inflamatoria cronica, multifatorial, que possui
multiplas etiologias, tais como infeccdo, hipertensao arterial, diabetes e dislipidemia,
principalmente. E caracterizada por uma lesdo endotelial na camada intima das
artérias de médio e grande calibre, onde substancias lipidicas e matrizes fibrosas se
depositam, formando as placas ateroscleréticas. A formacédo da placa aterosclerotica
€ um importante fator de risco para aterosclerose e morte prematura por DAC
(HANSSON, 2005; CORREA-CAMACHO; DIAS-MELICIO; SOARES, 2007;
BORISSOFF; SPRONK; TEN CATE, 2011; LIMA-NETO et al., 2012; BRASIL, 2013;
CANUEL et al., 2013; ELSAID et al., 2014; JIA et al., 2014).

Na corrente sanguinea, o colesterol € transportado por particulas de
lipoproteinas, das quais 70% sao lipoproteinas de baixa densidade (LDL).
Consequentemente, o nivel elevado de colesterol aumenta o nivel de lipoproteinas no
sangue, 0 processo chave para o inicio da formacéo da placa aterosclerética. Como
decorréncia, o aumento das lipoproteinas leva a disfuncao endotelial, que aumenta a
permeabilidade da camada intima das artérias as lipoproteinas plasmaticas,
favorecendo a retencao das mesmas no espaco subendotelial, onde sofrem oxidacao,
formando a LDL oxidada (LDL-ox). O depoésito de lipoproteinas na parede arterial
ocorre de maneira proporcional a concentracdo dessas lipoproteinas no plasma
(HANSSON, 2005; DE CARVALHO et al., 2010; BORISSOFF; SPRONK; TEN CATE,
2011; BRASIL, 2013; CANUEL et al., 2013).

A presenca de LDL-ox estimula o surgimento de moléculas de adesé&o
leucocitaria no endotélio arterial (celular vascular-1 (VCAM-1) e intercelular-1 (ICAM-
1)), outra manifestacdo da disfuncdo endotelial. As moléculas de ades&do sé&o
responsaveis pela migracdo de mondcitos, linfocitos e células musculares lisas para

0 espaco subendotelial, onde os monocitos se diferenciam em macrofagos que, por
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sua vez, captam a LDL-ox. Os macrofagos, repletos de LDL-0x, sdo denominados de
células espumosas, as quais sao responsaveis pela progressdo da placa
aterosclerotica mediante a secrecao de citocinas pro-inflamatorias, juntamente com a
diferenciacéo dos linfécitos T e enzimas proteoliticas, capazes de degradar colageno
e outros componentes teciduais locais, fazendo com que a inflamagéo, no local da
lesdo, amplie (HANSSON, 2005; DE CARVALHO et al.,, 2010; BORISSOFF;
SPRONK; TEN CATE, 2011; BRASIL, 2013; CANUEL et al., 2013). O processo de
formacdo de placas aterosclerdticas, e consequente formacdo do processo

inflamatorio nas artérias coronarias, pode ser visualizado na Figura 1.

Figura 1. (A) Excesso de lipoproteina de baixa densidade (LDL) na corrente sanguinea
aumenta a permeabilidade na camada intima das artérias coronarias, atraindo a
migracao de mondcitos, onde se diferenciam em macréfagos que, por sua vez, captam
a LDL oxidada, formando as células espumosas. (B) Os mondcitos diferenciados em
macrofagos que, por sua vez, formaram as células espumosas, levam a progressao
da placa aterosclerdtica através da liberacdo de citocinas, levando a inflamacao e

danos nos tecidos.
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Dessa forma, a placa aterosclerética é formada por um ndcleo lipidico, rico em
colesterol, e por uma capa fibrosa, rica em colageno e, de acordo com a distribuicéo
desses elementos, classifica-se as placas ateroscleréticas em estaveis ou instaveis.
As placas estaveis apresentam capa fibrosa espessa, nucleo lipidico ténue e atividade
inflamatoria sutil. Ja as placas instaveis sdo qualificadas por atividade inflamatéria
intensa, com grande atividade proteolitica, nacleo lipidico proeminente e capa fibrosa
de baixa espessura (DE CARVALHO et al., 2010; BRASIL, 2013).

A progressao da aterosclerose causa a disfuncdo mecanica e funcional da
artéria, diminuindo o lumen arterial e comprometendo o fluxo sanguineo. Além disso,
a desestabilizagcdo ou ruptura, e/ou eroséo, da placa aterosclerética pode conduzir a
formacdo de trombos, que podem obstruir parcialmente ou totalmente as artérias
coronarias, fenbmeno conhecido como aterotrombose. A aterotrombose pode levar ao
desenvolvimento do infarto do miocardio, o qual geralmente € a primeira manifestacao
da DAC, quando o limen arterial se encontra reduzido em pelo menos 75%, ou pode
ocorrer também, repetidamente, em individuos com doenca ja estabelecida (WHO,
2006; CORRE-CAMACHO; DIAS-MELICIO; SOARES, 2007; BORGES, 2009; DE
CARVALHO et al., 2010; BORISSOFF; SPRONK; TEN CATE, 2011; THYGESEN et
al., 2012; SILVA et al., 2013).

A aterosclerose, de um modo geral, € um processo demorado, que pode levar
de 20 a 30 anos desde a formacado inicial da placa aterosclerética até as
manifestacdes clinicas. Desse modo, as doencas cardiovasculares sdo as principais
representantes dos processos patolégicos ligados ao envelhecimento, uma vez que
acometem principalmente homens com 60 anos, e mulheres entre 60 e 70 anos,
aumentando gradativamente com a idade (WHO, 2006; CORRE-CAMACHO; DIAS-
MELICIO; SOARES, 2007; BORGES, 2009; RAMOS et al., 2009; DE CARVALHO et
al., 2010; BORISSOFF; SPRONK; TEN CATE, 2011; THYGESEN et al., 2012; SILVA
et al.,, 2013). Contudo, estudos demonstram uma prevaléncia excedente a 40% de
placas ateroscleréticas em autdpsias de adultos jovens, sugerindo que 0 processo
aterosclerdtico ocorra também precocemente (MCGILL et al., 2000). Ainda, outros
estudos tém relacionado o maior risco de doencas cardiovascular em adolescentes e
jovens adultos, devido o alto indice de obesidade e sedentarismos nesses individuos
(HUDSON et al., 2015; HUGHAN et al., 2015; PARK et al., 2015).
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2.4 Fatores derisco

Desde os primeiros relatos de doencas cardiovasculares, pesquisadores vém
detectando diversas condi¢cfes relacionadas com o desenvolvimento da patologia
cardiovascular e, a partir de muitos estudos, identificou-se os denominados fatores de
risco, que estdo associadas com o desenvolvimento de DCVs (BRASIL, 2001;
BRASIL, 2013). Um dos primeiros estudos realizados, que desvendou a relacédo de
alguns fatores de risco com o desenvolvimento de doencas cardiacas, foi 0 estudo de
Framingham (Framingham Heart Study), iniciado em 1948, que acompanhou
aproximadamente 6.000 pessoas durante anos, estabelecendo os principais fatores
de risco associados com o desenvolvimento de doencas cardiovasculares
(D'AGOSTINO; KANNEL, 1989; WILSON et al., 1998; D'AGOSTINO et al., 2008).
Atualmente, sabe-se que a formacdo da placa aterosclerética na DAC inicia com a
agressdo ao endotélio das artérias coronarias, devido a varios fatores de risco,
sugerindo que aproximadamente 80% das mortes por doencas cardiovasculares estao
associadas a fatores de risco ja conhecidos, como os fatores de risco ditos
modificaveis, pressao arterial sistémica, dislipidemias, diabetes mellitus, tabagismo,
sedentarismo, gordura abdominal, estresse e os fatores de risco ndo modificaveis,
como género, histérico familiar e idade (BRASIL, 2006; LOTUFO, 2008; EYKEN;
MORAES, 2009; BORGES; BUSNELLO; PELLANDA, 2012; WHO, 2012; BRASIL,
2013; ANUJUO et al., 2015).

A partir da descoberta dos principais fatores de risco, e de diversos estudos,
foram desenvolvidos escores de risco (ER) para o desenvolvimento de doenca
cardiovascular como, por exemplo, o Escore de Risco de Framingham, o Escore de
Risco de Reynolds, o Escore de Risco Global e o Escore de Risco pelo Tempo de
Vida. Em conjunto, todos os ER tém como objetivo determinar o risco de um individuo
desenvolver doencas cardiacas, baseados nos diferentes fatores de riscos, que
marcam inumeras pontuacdes, para chegar no escore de risco de fato (RIDKER et al.,
2007; D’AGOSTINO et al., 2008; BERRY et al., 2012; BRASIL, 2013). Contudo,
apesar de estabelecida a influéncia dos fatores de risco ambientais na predisposi¢ao
a DAC, sabe-se que esta € uma doenca multifatorial, onde ha o envolvimento de
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fatores genéticos, influenciando também na determinacéo e progressédo da doenca
(BRASIL, 2013; ROBERTS, 2014; HUSSAIN; IQBAL; JAVED, 2015).

2.4.1 Fatores genéticos

Estudos genéticos com gémeos e familias documentam uma herdabilidade de
40-50% para a DAC (ZDRAVKOVIC et al., 2001; ZDRAVKOVIC et al., 2007; PEDEN;
FERRALL, 2011) e, devido a isso, muitos esforcos tém sido empregados na busca
dos genes associados com essa doenca. Entre estes esforcos, séo realizados estudos
de ligacéo, estudos de associagao gene candidato e, mais recentemente, estudos de
varredura gendmica (GWAS, do inglés genome wide association studies) (ROBIN
et.al., 2007; NDIAYE et al., 2011; BRAUTBAR; POMPEII, 2012).

Primeiramente, a partir de hipoteses biolégicas, genes e regides de interesse
sdo selecionados, como os genes que codificam proteinas envolvidas no processo da
aterosclerose e que, portanto, afetam o desenvolvimento da DAC. A partir disso, sdo
realizados diversos tipos de estudos, como estudos de associagdo gene candidato e
estudos com modelos animais. Muitos desses estudos tém evidenciado inumeros genes
envolvidos com a DAC, entre eles o gene do receptor de LDL (LDLR), o gene da
apolipoproteina-E (ApoE), da apolipoproteina-B (ApoB), da Proteina C Reativa (PCR) e
0 gene PCSK9 (proprotein convertase subtilisin/kexin type 9), o qual codifica uma
enzima que degrada receptores de LDL, entre outros (SAMANI; SCHUNKERT, 2008;
BRAUTBAR et al., 2009; BUYSSCHAERT et al., 2010; SCHUNKERT; ERDMANN;
SAMANI, 2010; ROBERTS, 2014; ATANASOVSKA et al., 2015). Ainda, um estudo em
larga escala, ao avaliar 63.746 casos de DAC e 130.681 controles, realizou uma
analise de rede com 233 genes candidatos, mostrando que a via de sinalizagao celular
com ativagao do NFkB (nuclear factor kappa B) esté intimamente relacionada com o
risco da patologia, corroborando o envolvimento do sistema imune e de processos
inflamatoérios no desenvolvimento de DAC (CARDIOGRAMPLUSC4D CONSORTIUM
et al.,, 2013). A Figura 2 é uma adaptagdo de uma tabela obtida em um artigo de

revisao, a qual apresenta os principais genes candidatos, associados em estudos de
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ligagcdo ou associagao, envolvido com doengas cardiovasculares (ROBERTS, 2014).

Figura 2. Genes associados com doencas cardiovasculares.

Localizagéo SNP Gene Frequéncia Oddis Ratio Ano
para o alelo
de risco
Variantes de risco associados com LDL-colesterol
6025.3 rs3798220 LPA 0.02 (C) 1.92 (1.48-2.49) 2009
2p24.1 rs515135 APOB 0.83 (G) 1.03 2012
1p13.3 rs599839 SORT1 0.78 (A) 1.29 (1.18-1.40) 2007
19p13.2 rs1122608 LDLR 0.77 (G) 1.14 (1.09-1.19) 2009
19g13.22 rs2075650 APOE 0.14 (G) 1.14 (1.09-1.19) 2011
2p21 rs6544713 ABCG5-ABCGS8 0.29 (G) 1.07 (1.04-1.11) 2011
1p32.3 rs11206510 PCSK9 0.82 (T) 1.15(1.10-1.21) 2009
Variantes de risco associados com HDL-colesterol
6p21.31 | rs12205331 | ANKS1A | 0.81(C) | 1.04 2012
Variantes de risco associadas com triglicerideos
8g24.13 rs10808546 TRIB1 0.65 (A) 1.08 (1.04-1.12) 2011
11g23.3 rs964184 ZNF259, APOA5-A4-C3-Al 0.13 (G) 1.13 (1.10-1.16) 2011
Variante de risco associados com hipertensao
12924.12 rs3184504 SH2B3 0.44 (T) 1.13(1.08-1.18) 2009
10924.32 | rs12413409 | CYP17A1, CNNM2, NT5C2 0.89 (G) 1.12 (1.08-1.16) 2011
4931.1 rs7692387 GUCYA3 0.81 (G) 1.13 2012
16026.1 rs17514846 FURIN-FES 0.44 (A) 1.04 2012
Variantes de risco associadas com infarto do miocardio
9934.21 | rs579459 | ABO | 021(C) | 1.10(1.07-1.13) 2011
Variantes de risco de mecanismos desconhecidos
9p21.3 rs4977574 CDKN2A, CDKN2B 0.46 (G) 1.25(1.18-1.31) e 2007
1.37 (1.261.48)
1p32.2 rs17114036 PPAP2B 0.91 (A) 1.17 (1.13-1.22) 2011
5031.1 rs2706399 IL5 0.48 (A) 1.02 (1.01-1.03) 2011
6023.2 rs12190287 TCF21 0.62 (C) 1.08 (1.06-1.10) 2011
1921 rs4845625 IL6R 0.47 (T) 1.09 2012
6p21 rs10947789 KCNK5 0.76 (T) 1.01 2012

Fonte: Adaptado de Roberts (2014).

No entanto, cabe ressaltar que, apesar da alta herdabilidade para a DAC, e de

todos os genes ja relacionados com a enfermidade, nenhum dos genes investigados

até o momento parece ser suficiente ou necessario para o desenvolvimento da

patologia. Além disso, parece que variantes genéticas comuns sozinhas, mesmo que

tenham um efeito na doenca, ainda nao sao capazes de explicar toda a variacao

atribuivel aos genes (CARDIOGRAMPLUSC4D CONSORTIUM et al.,,

ROBERTS, 2014; ATANASOVSKA et al., 2015).

2013;
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2.5 Sistema Imunoloégico

O sistema imunolégico € um complexo que defende organismos multicelulares
de infeccOes, de tecidos que sofram injdria e de inflamacdes exarcebadas, através da
producdo de células capazes de reconhecer e eliminar um determinado agente
agressor. Esse complexo é dividido, principalmente, em dois tipos de respostas
imunologicas: a resposta imune adaptativa e a resposta imune inata, sendo que
ambas parecem mediar a fisiopatologia da DAC (SIQUEIRA; ABDALLA; FERREIRA,
2006; BATISTA; HARWOOD, 2009; CRUVINEL et al., 2010; GASTEIGER;
RUDENSKY, 2014; EVANS; REPASKY; FISHER, 2015; SPITZ et al., 2015; ZHANG,;
WANG; HE, 2015).

A imunidade adaptativa faz o reconhecimento de antigenos, através dos
receptores de antigenos nos linfécitos T (TCR), e de moléculas sollveis por eles
produzidas, como, por exemplo, 0s anticorpos, iniciando a resposta de defesa pelos
linfécitos T citotdxicos contra o antigeno. Além disso, ocorre a ativacao das células B,
as quais produzem anticorpos contra o antigeno, onde o sistema imune se adapta
para o reconhecimento e eliminacdo do antigeno e também se adapta para relembrar
do agente invasor, estabelecendo, entdo, a meméria imunolégica (HORKKO et al.,
2000; HANSSON et al., 2002; SIQUEIRA; ABDALLA; FERREIRA, 2006; LIBRANDI;
PANDOCHI, 2008; CRUVINEL et al., 2010; RUDENSKY, 2014; EVANS; REPASKY;
FISHER, 2015; ROJAS et al., 2015; GASTEIGER SPITZ et al., 2015; ZHANG; WANG,;
HE, 2015).

Contudo, a imunidade inata é a primeira linha de defesa do organismo, a qual
inclui, em todos os individuos, mecanismos celulares e moleculares, como barreiras
fisicas, quimicas e biolégicas, células especializadas e moléculas solaveis,
predispostos antes do contato prévio com o antigeno, detendo o mesmo e eliminando-
o através do processo inflamatério. Esta resposta € efetiva e rapida, eliminando o
antigeno em poucas horas, normalmente (HORKKO et al., 2000; HANSSON et al.,
2002; SIQUEIRA; ABDALLA; FERREIRA, 2006; LIBRANDI; PANDOCHI, 2008;
CRUVINEL et al.,, 2010; GASTEIGER; RUDENSKY, 2014; EVANS,; REPASKY;
FISHER, 2015; ROJAS et al., 2015; SPITZ et al., 2015; ZHANG; WANG; HE, 2015).
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As principais células da imunidade inata que combatem o agente invasor sao
0s macrofagos, neutrdéfilos, células dendriticas, células fagocitarias e células Natural
Killer (NK), através de fagocitose, liberagcdo de mediadores inflamatérios e ativagédo
de proteinas do sistema complemento. Logo, as primeiras células do sistema imune
inato identificadas na aterosclerose foram os macrofagos, que sédo produtores de
citocinas pro-inflamatérias (HORKKO et al., 2000; HANSSON et al., 2002; KIECHL et
al., 2002; SIQUEIRA; ABDALLA; FERREIRA, 2006; LIBRANDI; PANDOCHI, 2008;
CRUVINEL et al., 2010; ROJAS et al., 2015; SPITZ et al., 2015; ZHANG; WANG; HE,
2015).

O processo de combate ao agente invasor inicia quando o sistema imune inato
€ ativado, através do reconhecimento de padrbes moleculares associados a
patogenos (PAMPs), como produtos derivados de bactérias patdgenas
(lipopolissacarideos, residuos de manose e &cidos teicoicos), e outros ligantes
exdgenos e enddgenos, como citocinas pré-inflamatérias e LDL-0x, por receptores de
reconhecimento de padrdes (RRP). Os RRPs agem como sensores de
reconhecimento aos sinais de perigo, desencadeando uma via de sinalizacéo
intracelular que estimula os macréfagos a secretarem citocinas pré-inflamatdrias,
sendo 0os RRPs mais expressivos o Toll-Like Receptor (TLR) e 0 scavenger receptor
(SR) (HANSSON etal., 2002; COMPTON et al., 2003; SCHLICHTING; MACCOLLAM,
2007; CALICH et al., 2008; CRUVINEL et al., 2010; MACHADO-CRUZ et al., 2010;
FERRAZ etal., 2011; JIAetal., 2014; SHAO et al., 2014; ROJAS et al., 2015; TUNDUP
et al., 2015).

A via de sinalizac&o intracelular ativada na DAC, e em outras patologias, como
a sepse por exemplo, segue o modelo classico de cascata, a MyD88 (Myeloid
differentiation protein 88) dependente, que funciona da seguinte forma: o receptor
CD14 (cluster of differenciation 14), o qual ndo possui por¢ao intracelular, ou seja, s
possui contato com o citoplasma, reconhece a presenca de LDL-0x, acionando entao
o receptor de membrana TLR4 (Toll-Like Receptor 4), com auxilio da molécula
adaptadora MD2. O sinal é traduzido pela interacdo do dominio TIR (receptor Toll), do
TLR4, com outro dominio TIR, presente na molécula citoplasméatica MyD88 (Myeloid
differentiation protein 88). O death-domain do MyD88 se prende ao death-domain de

uma serina/treonina kinase a IRAK (Interleukin-1-receptor-associated kinase) e se
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propaga via TRAF6 (TNF-receptor-associated factor 6), que sofre fosforilagdo. O
TRAF6 induz a fosforilacéo e poliubiquitinacéo da IkB (Proteina inibitoria da familia de
proteinas Rel), que, por consequéncia, é degradada, liberando o principal regulador
de inflamacédo, o NFkB. O NFkB é translocado para o nucleo da célula, onde aciona
0s genes que codificam citocinas pro-inflamatoérias, como o TNFa e as interleucinas
(IL) IL-1, IL-8, IL-12 e IL-6. Dessa forma, o CD14, o TLR4 e NFxB estao, portanto,
entre as principais proteinas envolvidas nas condi¢des inflamatérias através da via de
sinalizacao intracelular do sistema imune inato. Porém, se essa sinalizacdo ocorrer de
forma incorreta, o processo inflamatorio pode estar exacerbado, levando ao
desenvolvimento de DAC e de outras patologias, indicando a importancia do estudos
de genes envolvidos na via de sinalizagdo intracelular (GLEZERA et al., 2000;
COMPTON et al., 2003; FRANTZ, ERTL, BAUERSACHS, 2007; CALICH et al., 2008;
MACHADO-CRUZ et al., 2010; FERRAZ et al., 2011; LIMA-NETO et al., 2012; BOVIIN
et al., 2013; LI; YIN; WU, 2013; JIA et al., 2014; CHENG et al., 2015; TUNDUP et al.,
2015). A Figura 3 representa a via de sinalizagédo intracelular desencadeada pela

presenca de LDL-ox.
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Figura 3. Mecanismo de desencadeamento do processo da resposta imune inata
provocado pela presenca de LDL oxidada (LDL-ox), nas seguintes ligacbes e

ativagdes: LDL-ox— CD14— MD2— TLR4— NFkB— citocinas pro-inflamatorias.
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2.5.1CD14

O CD14 (cluster of differenciation 14) € um RRP, que identifica PAMPs, como
os lipopolissacarideos, gerado por bactérias gram-negativas, e outros ligantes
exdgenos e endodgenos, como citocinas pro-inflamatérias e LDL-ox, em células
mieldides (mondcitos, macréfagos e neutrdéfilos), bem como em células ndo-mieldides
(endotelial e epitelial). Este receptor tem um papel importante na defesa do organismo,
através da imunidade inata, onde mondcitos, células endoteliais e células do musculo
liso sdo ativadas, e na regulagcdo do processo apoptético (STELTER, 2000;
BJORKBACKA et al., 2004; ARROYO-ESPLIGUERO et al., 2005; NAKADA et al.,
2005; VAINAS et al., 2006; MACHADO-CRUZ et al., 2010; TAKEDA; 2010; LIMA-
NETO et al., 2012; XU; WANG, 2013; TUNDUP et al., 2015).

O CD14 é uma glicoproteina de 55 KDa que pode ser encontrada de duas
formas, fixa na membrana de células do sistema imune (mCD14) ou livre no soro
(sCD14). O CD14 soluvel (sCD14), que procede da secrecéo direta de CD14 ao meio
extracelular ou da protedlise do mCD14, desempenha um papel crucial em células
que ndo expressam mCD14, permitindo a producdo de citocinas pré-inflamatorias
(UNKELBACH et al., 1999; STELTER, 2000; MORANGE et al., 2004; MACHADO-
CRUZ et al., 2010; TAKEDA; 2010; KIM et al., 2012; LIMA-NETO et al., 2012; XU,
WANG, 2013). Contudo, o CD14 ndo € uma proteina transmembranica, pois néo
possui conexdao com o citoplasma celular e, consequentemente, ndo pode ativar a
resposta imune isoladamente. Dessa forma, a tradugcdo dos sinais ocorre através de
quinases intracelulares, proteina G, fosfolipases e, principalmente, por receptores
TLRs acoplados a uma molécula adaptadora MD2 (UNKELBACH et al., 1999;
MORANGE et al., 2004; ARROYO-ESPLIGUERO et al., 2005; VAINAS et al., 2006;
MACHADO-CRUZ et al., 2010; LIMA-NETO et al., 2012; XU; WANG, 2013; TUNDUP
et al., 2015).

Indmeros estudos demonstram que o aumento na expressdo de CD14
desencadeia diversas patologias inflamatdrias e imunoldgicas, entre elas o cancer
gastrico, sepse, herpes, colite ulcerosa, doenca de Crohn e doencas cardiovasculares
(HUBACEK et al., 1999; COMPTON et al., 2003; NAKADA et al., 2005; VAINAS et al.,
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2006; HOLD et al., 2009; KIM et al., 2012). Uma pesquisa realizada por Tapp e
coautores (2013), que teve como objetivo avaliar a expressdo do TLR4 e de seus
receptores nos monacitos, entre eles o CD14, em 40 individuos com DAC e 98
individuos que sofreram infarto do miocardio, demonstrou um aumento na expressao
do CD14 nos individuos que sofreram infarto, quando comparados com o grupo de

individuos com DAC.

2.5.1.1 Gene CD14

O gene CD14 localiza-se na regido cromossdmica 5q31.1, sendo constituido
por trés éxons, que codificam uma proteina de 375 aminoacidos (HUBACEK et al.,
1999; XU; WANG, 2013; LI Y et al., 2015). Um dos polimorfismos mais estudados no
gene CD14, que esta comumente associado com os niveis de expressdo do gene,
levando a alteraces na resposta inflamatdria, € o polimorfismo rs2569190, também
denominado como -260C/T ou -159C/T. Esse polimorfismo esta localizado na regiao
promotora do gene, proximo ao local de reconhecimento do fator de transcricdo Spl,
0 que pode estar relacionado com a capacidade de transcricdo do gene. Dessa forma,
sugere-se que portadores do genoétipo TT, para o polimorfismo rs2569190,
apresentam aumento nas concentracdes do CD14 de membrana (mCD14), devido a
alteracdo na regido promotora (HUBACEK et al., 1999; NAUCK et al., 2002; ENG et
al., 2003; MORANGE et al., 2004; ARROYO-ESPLIGUERO et al., 2005; BERNARDO
et al., 2006; VAINAS et al., 2006; HOLD et al., 2009; ERTAN et al., 2011; XU; KIM et
al., 2012; WANG, 2013; RAJASURIAR et al., 2015).

Varios estudos demonstram que o polimorfismo rs2569190 esta associado com
a aterosclerose, DAC e infarto do miocardio (SHIMADA et al., 2000; ZEE; BATES,;
RIDHER et al., 2002; NAUCK et al., 2002; ARROYO-ESPLIGUERO et al., 2005;
BERNARDO et al., 2006; VAINAS et al, 2006). Li Y e colaboradores (2015) realizaram
uma meta-andlise, que incluiu sete estudos individuais, totalizando 4.467
individuos. Os achados evidenciaram que portadores do alelo T, para o polimorfismo

rs2569190, estdo mais predispostos a DAC, principalmente na populacao chinesa. A
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Tabela 1 apresenta os estudos de associacdes entre o polimorfismo em questao e as

doencas cardiovasculares.

Tabela 1. Estudos de associagdes entre o polimorfismo rs2569190 do gene CD74 com

fendtipos relacionados a doengas cardiovasculares.

Tamanho Etnia  Fendtipos avaliados Principais resultados Referéncias
amostral
333 Japoneses Doenca arterial ~ Associacdo do gendtipo TT coma KONDO et al.,
coronariana doenca arterial coronariana 2003
856 Ingleses Sindrome coronaria Genotipo TT é um fator de risco ARROYO-
aguda (SCA) paraa SCA ESPLIGUERO et
al., 2005
82 Espanhois Doenca arterial Gendtipo TT esta associado com BERNARDO et al.,
coronariana maior risco de doencga arterial 2006
coronariana
380 Chineses Doenca arterial Associacao do gendtipo TT com  LIU; YANG, 2010
coronariana maior susceptibilidade de doenca
arterial coronariana
665 Tunisianos  Infarto do miocérdio  N&o encontrou-se associagao SEDIRI et al.,
significativa do genétipo TT com 2011
IM
210 Brasileiros  Infarto do miocéardio Portadores do genotipo TT LIMA-NETO et al.,
apresentam um perfil pro- 2013

aterogénico

Fonte: Da autora (2016).

25.2TLR4

Os TLR séo receptores de reconhecimento de padrbes, ou seja, proteinas

transmembranicas, conservadas evolutivamente em macrofagos, células dendriticas,

linfcitos T e B. A principal funcéo é o reconhecimento de agentes patogénicos, como

proteinas de choque térmico, LDL-ox e lipolissacarideos, para eliminacdo dos

mesmos, através da indugdo de uma cascata de sinais que leva ao processo
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inflamatério (EDFELDT et al., 2002; VAINAS et al.,, 2006; FRANTZ, ERTL;
BAUERSACHS, 2007; ERRIDGE, 2010; FERRAZ et al., 2011; KIM et al., 2012; LIMA-
NETO et al., 2012; LIU et al., 2012; SPIRING; TSUI; SHAW, 2012; GOLOVKIN et al.,
2014; JIA et al., 2014; SHAO et al., 2014; FENG et al., 2015).

A proteina Toll foi primeiramente identificada em insetos do género Drosophila,
nos quais exerce efeitos protetores contra infec¢des flungicas. Posteriormenete, em
1997, foi descoberta em humanos, recebendo o nome de Toll-Like receptor e
classificada em 10 tipos (TLR1 a 10) (TAKEDA; KAISHO; AKIRA, 2003; AKIRA, 2006;
FRANTZ; ERTL; BAUERSACHS, 2007; FERRAZ et al., 2011; SPIRING; TSUI; SHAW,
2012; FENG et al., 2015).

O dominio extracelular do TLR, rico em leucinas, é quem interage com o
receptor CD14, permitindo o reconhecimento do agente invasor. JA o dominio
citoplasmatico € chamado de receptor Toll-interleucina-1 (Toll interleucine receptor;
TIR), o qual é imprensidivel para o inicio da cascata de sinaliza¢éo para producgéo de
citocinas pro-inflamatérias (SCHORODER et al., 2005; AKIRA, 2006; FRANTZ, ERTL,
BAUERSACHS, 2007; FERRAZ et al., 2011; SPIRING; TSUI; SHAW, 2012, BOVIJN
et al., 2013).

O primeiro TLR descrito em mamiferos foi o TLR4 (Toll-Like Receptor 4), o qual
esta presente na membrana plasmatica das células e, através de sua ligacdo ao
receptor CD14, com auxilio da molécula adaptadora MD2, reconhece 0 agente invasor
e ativa a via de sinalizacdo pela ligacdo do dominio TIR com o dominio TIR da
molécula MyD88. Essa molécula emite sinais para a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, que levam a diversas patologias, como doenca periodontal cronica,
sepse, asma, bronquiolite severa, doenca inflamatoria do intestino, doenca de Crohn,
cancer e doencas cardiovasculares (EDFELDT et al., 2002; BARBER et al., 2004,
EDFELDT et al., 2004; DAHMER et al., 2005; SCHORODER et al., 2005; VAINAS et
al., 2006; FRANTZ, ERTL, BAUERSACHS, 2007; PEETERS et al., 2007; SPIRING;
TSUI; SHAW, 2012; JIA et al., 2014; AO et al., 2015; FENG et al., 2015; SCHENEIDER
et al., 2015; SHENG et al., 2015; ZHANG et al., 2015).

Shao e contribuintes (2014) examinaram a associacado entre a expressao de
TLR3 e TLR4, de mondcitos da via de sinalizacédo de citocinas pro-inflamatérias, com
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diferentes graus de aterosclerose, na DAC. O estudo avaliou 36 individuos, com
apenas um vaso sanguineo obstruido, 36 individuos com dois vasos obstruidos, 36
individuos com trés vasos obstruidos e 33 individuos saudaveis (controles sem
obstrucdo de vasos). Os achados indicam que a expressdao do RNA mensageiro
(RNAmM) do gene TLR4 foi significativamente aumentada em individuos com DAC, em
comparagdo ao grupo controle, e, ainda, os niveis foram correlacionados
positivamente com o grau de aterosclerose. Nao o bastante, um estudo recente
avaliou os niveis de microRNAs (miRNA), ja relacionados com a DAC na literatura,
em relacdo aos niveis de proteina TLR4, em individuos com DAC e sem DAC. Os
autores relatam uma associacdo entre a baixa expressdo desses miRNAs com o

aumento nos niveis da proteina TLR4, em individuos com DAC (LI et al., 2014).

25.2.1 Gene TLR4

O gene TLR4 esta localizado na regido cromossémica 9q33.1, contendo 4
éxons (ROCK et al., 1998; SHENG et al., 2015). Esse gene possui inimeros
polimorfismos descritos e, entre eles, destacam-se dois polimorfismos funcionais que
estdo localizados no éxon 3 do gene, sendo eles: 0 rs4986790 (896A/G; Arg299Gily),
que consiste na troca de um aminoacido acido aspartico por uma glicina no cdédon
299, e o polimorfismo rs4986791 (1196C/T; Thr399lle), que troca o0 aminoacido
treonina por uma isoleucina no codon 399 (NAKADA et al., 2005; VAINAS et al., 2006;
FRANTZ, ERTL, BAUERSACHS, 2007; LABRUM et al., 2007; LIMA-NETO et al, 2012;
GUVEN et al., 2015; SCHENEIDER et al., 2015; SCHENEIDER; KOCH et al., 2015).
Essa troca de aminodacidos afeta o dominio extracelular do receptor TLR4 que atenua
a resposta inflamatéria quando o receptor reconhece 0s agentes agressores
(ARBOUR et al., 2000; SCHNEIDER et al., 2015).

O papel dos polimorfismos rs4986790 e rs4986791 tém sido inconsistentes na
literatura, uma vez que alguns estudos de associagédo desses polimorfismos com as
doencas cardiovasculares relatam que essas variagdes genéticas estdo associadas
com um maior risco de desenvolvimento de DAC (YANG; HOLLOWAY; YE, 2003;
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EDFELT et al., 2004; VAINAS et al., 2006). Enquanto que outras analises demonstram
que os polimorfismos diminuem o risco dessa patologia (KIECHL et al., 2002;
BOEKHOLDT et al., 2003; SALES et al., 2010) ou, ainda, que néo estdo associados
com a doenca (BEIJK et al., 2010; ZHANG et al., 2012; YIN et al., 2014).

Vainas e colaboradores (2006) avaliaram a associagéo entre os polimofismos
rs4986790, do gene TLR4, e rs2569190, do gene CD14, com a extensdo da
aterosclerose, em 607 individuos Holandeses, com doenca arterial periférica (PAD).
Os achados revelaram que o gendtipo TT, do polimorfismo do gene CD14, quando
associado ao genétipo GG, do polimorfismo do gene TLR4, esta associado com uma
maior extensao da aterosclerose, o que demonstra que a interacdo entre as variaveis
genéticas pode influenciar no desenvolvimento das doencas cardiovasculares. A
Tabela 2 apresenta os estudos de associacdo dos polimorfismos rs4986790 e

rs4986791 com as doencgas cardiovasculares.
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Tabela 2. Estudos de associagdes entre os polimorfismos rs4986790 e rs4986791, do

gene TLR4, com fendtipos relacionados a doengas cardiovasculares.

Polimorfismos  Tamanho Etnia Fendotipos Principais Referéncias
amostral avaliados resultados
rs4986790 e 810 Italianos Aterosclerose  Genétipo GG, do KIECHL et al.,
rs49867901 polimorfimo 2002
rs4986790, esta
associado com
menor risco de
aterosclerose
rs4986790 183 Europeus Doenca Associacao do AMEZIANE
arterial genotipo GG com et al., 2003
coronariana  menor risco doenca
arterial coronariana
rs4986790 210 Ingleses Infarto do Associacdo do  HOLLOWAY;
miocérdio genodtipo GG com  YANG,; YE,,
menor risco de IM 2005
rs4986790 443 Brasileiros Hipertrofia Genotipo GG SALES et al.,
ventricular apresenta menor 2010
esquerda prevaléncia de HVE
(HVE)
rs4986790 360 Croatas Aterosclerose e  Associacdo do DZUMHUR et
IM gendtipo GG com al., 2012
menor
susceptibilidade a
aterosclerose e IM
rs4986790 e 269 Australianos  Arterite de Né&o foi identificada DUNSTAN et
rs49867901 células gigantes  associacéo dos al., 2014
(ACG) polimorfismos com
aACG
rs4986790 292 Russos  Doenca arterial Associacdo do  KUTIKHIN et
coronariana  genotipo AGcoma  al., 2016
DAC
rs4986790 4.552 Chineses Isquemia N&o foi detectada  YIN et al.,
cerebrovascular associagao 2014

Fonte: Da autora (2016).


http://atvb.ahajournals.org/search?author1=Nejma+Ameziane&sortspec=date&submit=Submit
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2.5.3 NFkB

O NFkB (Nuclear factor kappa B) é o fator de transcri¢cdo central da inflamacéo,
pois regula a expressédo de aproximadamente 200 genes envolvidos no processo
inflamatdrio, entre citocinas pro-inflamatdrias, quimiocinas e moléculas de adeséo
celular, sendo fundamental para o sistema imune inato (GLEZERA et al., 2000;
MACHADO-CRU?Z et al., 2010; BOCCARDI et al., 2011; LOPEZ-MEJIAS et al., 2012;
BANK et al., 2014; SALIM; XAVIER; 2014). Esse fator de transcricdo esté localizado
no citoplasma das células imunes, ligado a uma proteina inibidora, a IxB. Quando
ativada a via de sinalizagao celular CD14/TLR4/MyD88, pela presenca de LDL-0x, no
caso da DAC, ocorre a fosforilagdo e ubiquitinacdo e consequente degradacao, por
proteossomas, da IkB. Essa degradacdo permite a translocacdo do NFxB para o
nacleo, onde sofre dimerizacao e ativa diferentes genes. Essa ativacao ocorre devido
a ligacdo do NFkB a regides regulatorias (GGGRNNYYCC), onde R é uma base
purina, N pode ser qualquer base e Y é uma base pirimidina, presentes na regiao
promotora dos genes alvos (GLEZERA et al., 2000; MACHADO-CRUZ et al., 2010;
BOCCARDI et al., 2011; LOPEZ-MEJIAS et al., 2012; MISHRA et al., 2013; BANK et
al., 2014; SALIM; XAVIER; 2014).

Em mamiferos, sdo encontrados cinco membros da familia de proteinas NFkB,
caracterizadas por possuirem dominios REL (RHD), o qual € responsavel pela
dimerizagao, ligagao do NFkB ao DNA e ligacdo ao IkB. Os cinco membros sdo: RELA
(p65), RELB, REL (c-Rel), NFKB1 (p50) e NFKB2 (p52), onde os dois ultimos séo
subunidades de precursores maiores, 0 p105 e p100 respectivamente (KARBAN et
al., 2004; MACHADO-CRUZ et al., 2010; SANTOS et al., 2010; BOCCARDI et al.,
2011; VOGEL etal., 2011; LOPEZ-MEJIAS et al., 2012; SALIM; XAVIER; 2014; YANG
etal., 2014; Ll et al., 2015).

Sabe-se que diferentes tipos de combinacdes dos dimeros, formando
homodimeros ou heterodimeros, da familia de proteinas do NFkB, sdo capazes de
ativar diferentes genes ou, ainda, bloquear a transcricdo do NFkB. Entretanto, o
heterodimero p65/p50 é o mais frequente. As subunidades RELA, RELB e c-Rel sdo

conhecidas como subunidades ativadoras de transcricdo génica, devido a presenca
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de um dominio de transativacao (TAD) na sua por¢do C-terminal. J& as subunidades
p50 (NFKB1) e p52 (NFKB2) séo inibitorias da transcricdo de genes de citocinas pro-
inflamatdrias, como o TNFa, pois ligam-se nas regides promotoras desses genes,
bloqueando a interagdo com o heterodimero p65/p50 do NFkB (GLEZERA et al., 2000;
KARBAN et al., 2004; HAYDE; GHOSH, 2008; MACHADO-CRUZ et al.,, 2010;
SANTOS et al., 2010; BOCCARDI et al., 2011; VOGEL et al., 2011; LOPEZ-MEJIAS
et al., 2012; SALIM; XAVIER; 2014; YANG et al., 2014; LI et al., 2015).

Dessa forma, a ativacdo inadequada do NFkB € um fator importante para o
desenvolvimento de diversas patologias inflamatérias e autoimunes. Dentre as
patologias, podemos citar asma, aterosclerose, infarto do miocéardio, DAC, acidente
vascular cerebral, hipertenséo, diabetes mellitus, osteosarcoma, cancer de pulmao,
cancer de mama, doenca de Crohn, artrite reumatdéide, lUpus eritematoso, entre outras
(CURRAN; WEINSTEIN; GRIFFITHS, 2002; PODOLSKY, 2002; ROMZOVA et al.,
2006; ZHOU et al., 2009; BOCCARDI et al., 2011; VOGEL et al., 2011; SHIELS et al.,
2012; MOHD et al., 2013; BANK et al., 2014; SALIM; XAVIER; 2014; YANG et al.,
2014; Ll et al., 2015; LI Y et al., 2015).

Diversos estudos relacionam o envolvimento do NFkB com o desenvolvimento
de aterosclerose e de DAC (BRAND et al., 1997; RITCHIE; 1998; LIMA; COUTO;
2006; ZHOU et al., 2009; VOGEL et al., 2011; YANG et al., 2014). Os estudos que
avaliam os niveis de expressdo do NFkB demonstraram que o alto nivel,
principalmente do gene NFKB1, estéa relacionado a DAC (NERI et al., 2013; NAIR et
al., 2014).

2.5.3.1 Gene NFKB1

O gene NFKBL1 esté localizado na regido cromossémica 4924, e é composto
por 26 éxons e introns. O gene codifica as subunidades p105 em p50 do NFkB por
splicing alternativo, onde a subunidade p50 esta envolvida na reprecao da transcricao
de citocinas proé-inflamatdrias, tais como TNFa e IL-12, e estimulagdo da transcricao

de citocinas anti-inflamatorias como IL-10, mostrando que o0 gene esta
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especificamente ligado a efeitos anti-inflamatoérios (KARBAN et al., 2004; BOCCARDI
et al., 2011; VOGEL et al., 2011; LOPEZ-MEJIAS et al., 2012; MISHRA et al., 2013).

Um polimorfismo funcional localizado na regido promotora do gene NFKB1, que
consiste na insercdo ou delecdo de 4 pares de base (pb) (rs28362491; -94 ins/del
ATTG), tem sido relacionado com os niveis de transcricdo do gene. O genotipo
delecdo/delecao (del/del) resulta na reducgéo, ou destruicdo dos sitios de ligacdo do
fator de transcric&o, que reduz consideravelmente a expressao do gene. Dessa forma,
com a baixa expressdo do gene, os niveis da subunidade p50 diminuem e,
consequentemente, a p50 ndo exerce seu efeito anti-inflamatdrio, o que justifica a
associacdo do polimorfismo com vérias doencas inflamatérias e autoimunes, como
colite ulcerosa, osteosarcoma e DAC (KARBAN et al., 2004; SUN; ZHANG, 2007,
ZHOU et al., 2009; BOCCARDI et al., 2011; SANTOS et al., 2010; LOPEZ-MEJIAS et
al., 2012, MISHRA et al., 2013; YANG et al., 2014).

Vogel e colaboradores (2011) avaliaram a associacdo do polimorfismo -94
ins/del ATTG com o risco de DAC, em trés populacdes caucasoides distintas. O estudo
demonstrou que portadores do gendtipo del/del, em todas as populacdes, apresentam
maior risco de desenvolvimento da doenca. Ainda, diversos outros estudos
demonstram a associac¢do do polimorfismo com a DAC, como demonstrado na Tabela
3.
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Tabela 3. Estudos de associa¢fes entre o polimorfismo rs28362491, do gene NFKB1,

com fendtipos relacionados a doengas cardiovasculares.

Tamanho Etnia Fendtipo avaliado Principais resultados Referéncias
amostral
380 Chineses Miocardiopatia dilatada Associacao do gendtipo del/del  ZHOU et al.,
com maior risco de miocardiopatia 2009
dilatada
1.409 Americanos Insuficiéncia cardiaca Inicio precoce da doenca em SANTOS et
e Brasileiros individuos com genétipo del/del al., 2010
830 Indianos Disfuncao ventricular Gendtipo del/del modula o risco MISHRA et
esquerda na doenca de insuficiéncia cardiaca, al., 2013
arterial coronariana aumentando a remodelagéo
ventricular
2.042 Chineses Doenca arterial Genotipo del/del pode ser YANG et al.,
coronariana considerado um marcador para a 2014
doenca arterial coronariana
2.020 Chineses Doenca arterial Associacao do gendtipo del/del LAl et al.,
coronariana com maior susceptibilidade de 2015

doenca arterial coronariana

Fonte: Da autora (2016).

2.6 Processo Inflamatério

O processo inflamatério € uma resposta de defesa do organismo a um
determinado agente agressor, como, por exemplo, a LDL-0x, ou um agente infeccioso,
como bactérias e virus, em tecidos que sofreram injuria. Normalmente, a inflamacéo
aumenta a migracdo celular no local de lesdo, diminuindo no momento em que o
reparo tecidual é concluido. Contudo, se este processo for exacerbado, ou seja,
houver uma alta producao de citocinas pré-inflamatérias, a inflamacgéo pode ser muitas
vezes danosa ao organismo (NETHAN, 2002; GERALDO; ALFENAS, 2008;
SCHETTER; HEEGAARD; HARRIS, 2010; GOMEZ et al., 2015; LACKEY; OLEFSKY,
2015).

As citocinas sao polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares soluveis, de

baixo peso molecular, de aproximadamente 8 e 30 kDa. S&o produzidas no local de
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lesdo a diferentes estimulos, por diversos tipos celulares, mas, principalmente, por
células do sistema imunologico, como células dendriticas e macréfagos, podendo
atuar como mediadoras da duracéo e da intensidade da resposta imune e inflamatoria,
através da ligacao a receptores especificos. Essas moléculas atuam principalmente
por mecanismo paracrino (comunicacdo com células vizinhas) e autécrino
(comunicagdo com suas proprias células), além de possuirem caracteristica
pleiotrépica, onde uma unica citocina pode agir em diversos tipos de células, e
diversas células podem produzir uma mesma citocina, e caracteristicas redundantes,
onde uma mesma citocina possui diferentes funcdes (TIZARD, 2009; DE OLIVEIRA,
2011).

A regulacéo do processo inflamatério se da pelo aumento da inflamacao pelas
citocinas pro-inflamatdrias e pela diminuicdo da atividade através das citocinas anti-
inflamatoérias. Dentre as citocinas consideradas pro-inflamatérias, temos as
interleucinas 1, 2, 6, 7 e TNFa e, entre as anti-inflamatdrias, encontramos as IL-4, IL-
10 e IL-13 (DE OLIVEIRA, 2011).

A reacdo inflamatoéria, caracterizada pela secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias, juntamente com a resposta imunoldgica induzidas pelo acumulo de LDL
na parede das artérias coronarias, tem um papel fundamental no aparecimento e
progressdo da DAC. O padréo e a magnitude da liberacao de citocina no local da leséao
do tecido sdo considerados um determinante critico da gravidade e da duracédo da
resposta inflamatéria. Dessa forma, as citocinas pré-inflamatérias se mostram alvos
potenciais como preditores para o desenvolvimento de DAC, j& que exercem um papel
essencial na inducdo da resposta de defesa do sistema imune inato (CORREA-
CAMACHO; DIAS-MELICIO; SOARES, 2007; BORISSOFF; SPRONK; TEN CATE,
2011; LIMA-NETO et al., 2012; ELLISON et al., 2013; HUSSAIN; IQBAL; JAVED,
2015).
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2.6.1 TNFa

Frequentemente chamado de fator de necrose tumoral, o TNFa pode ser
denominado também como TNF. O TNFa é uma citocina pro-inflamatoria
multifuncional, solivel em sua forma ativa com 17kDa, secretada predominantemente
por mondcitos e macréfagos, sendo considerado o primeiro mediador inflamatorio do
sistema imune inato em resposta as infeccées (ULLOA; TRACEY, 2005; VOLP et al.,
2008; MACHADO-CRUZ et al., 2010; DE OLIVEIRA, 2011; QUI et al., 2015). O TNFa
€ capaz de induzir a producéo de radicais de oxigénio e a transduc¢do de sinal, além
de ser responsavel por ativar mondcitos, neutrofilos e células endoteliais a
expressarem moléculas de adeséo, promovendo a ligacéo dos leucdcitos ao endotélio
no sitio da inflamacao, promovendo efeitos sobre o metabolismo lipidico, coagulacao,
resisténcia a insulina e funcdo endotelial (ULLOA; TRACEY, 2005; CORREA-
CAMACHO; DIAS-MELICIO; SOARES, 2007; DE OLIVEIRA, 2011; CUI et al., 2012,
QUI et al., 2015).

O aumento local de TNFa é responsavel pelos sinais cardeais da inflamagao,
como, tumor, calor, dor e rubor. Porém, a liberagédo progressiva do TNFa é deletéria
para o organismo, devido a desregulacdo do sistema imune, amplificacdo e
prolongacdo da inflamacao, ativacao de fatores de transcricdo responsaveis pelo
estresse, como o NFkB e AP-1 (activator protein 1), além de inducdo de apoptose
(morte programada) em algumas células (ULLOA; TRACEY, 2005; TIZARD, 2009; DE
OLIVEIRA, 2011; CUI et al., 2012; QUI et al., 2015).

Estudos tém demonstrado que niveis elevados de marcadores inflamatérios,
como a PCR e o TNFa, estdo associados a aterosclerose e a DAC, pois as citocinas
inflamatodrias geradas na parede do endotélio das artérias ampliam a captacédo de
LDL-ox, ativando a disfuncéo endotelial (HANSSON, 2005; VOLP et al., 2008; LOPEZ
et al, 2009; CUl et al., 2012; PAPADIMITRIOU; KALOGEROPOULOQOS, 2015). Al Shahi
e colaboradores (2015) também avaliaram os niveis séricos de citocinas inflamatérias
e quimiocinas, nas células mononucleares do sangue periférico, de 20 individuos com
a sindrome coronariana aguda (SCA) e 50 individuos com DAC, em uma populagao

japonesa. O estudo demonstrou que a expressao do TNFa foi significativamente
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maior no grupo de individuos com SCA, em relacdo ao grupo de individuos com DAC.
Um outro estudo, que incluiu 96 homens saudaveis da populacdo europeia, com
aproximadamente 50 anos de idade, investigou se o0s niveis de TNF-a estariam
relacionados com indicadores de risco cardiovascular, como pressdo arterial,
colesterol total, HDL-colesterol (lipoproteina de alta densidade), LDL-colesterol e
triglicerideos, ou com a presenca de aterosclerose em artérias carétidas, avaliadas
através de ultrassom. Os resultados demonstram uma associacao significativa entre
a presenca de aterosclerose e os niveis plasmaticos de TNFa (SKOOG; DICHTL;
BOQUIST, 2002).

2.6.1.1 Gene TNFa

O gene TNFa possui quatro éxons, codifica a citocina pré-inflamatéria TNFa, e
esta localizado regido cromossdmica 6p21.3, onde esta localizada também a regiao
principal do complexo de histocompatibilidade (MHC). O gene apresenta diversos
polimorfismos genéticos, sendo os mais estudados as variantes rs1800629 (-308G/A)
e rs361525 (-238G/A), que estao situadas na regiao promotora do gene e associadas
com niveis aumentados de transcricdo do gene (ALLEN et al., 2001; GROHE
STUBER; BOOK, 2006; CUI et al., 2012; CHO et al., 2013; ESKANDARI-NASAB;
MOGHADAMPOUR; SEPANJ-NIA, 2015; HUSSAIN; IQBAL; JAVED, 2015;
MIRHAFEZ et al., 2015).

Os polimorfismos rs1800629 e rs361525 sdo comumente relacionados com o
risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares (GHADERIAN;
AKBARZADEH NAJAR; TABATATABAEI PANAH, 2010; CUI et al., 2012; CHO et
al.,2013; GIALAFOS et al., 2014; LIAQUAT et al., 2014). Uma meta-analise avaliou o
efeito da variante rs1800629 na DAC, incluindo na analise 24 estudos, totalizando
9.921 casos e 944 controles. Os achados demonstraram que o alelo A do polimorfismo
esta associado com o risco de DAC em caucasianos, mas ndo nas demais etnias
(ZHANG et al., 2011). A Tabela 4 apresenta os estudos de associa¢cdes entre as

variantes no gene TNFa e as doengas cardiovasculares.
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Tabela 4. Estudos de associagdes entre os polimorfismos rs1800629 e rs361525, do

gene TNFa com fendétipos relacionados a doengas cardiovasculares.

Polimorfismo Tamanho Etnia Fenotipos  Principais resultados Referéncias
amostral avaliados
rs1800629 e 4.197 Chineses Acidente Associacdo do  CUl et al., 2012
rs361525 vascular genotipo AA, em
cerebral (AVC) ambos os
polimorfismos, com
maior
susceptibilidade de
AVC
rs361525 601 Coreanos  Doenca arterial Associacéo do CHO et al.,
coronariana gendtipo AA com 2013
maior risco doenca
arterial coronariana
rs1800629 e 173 Gregos Sarcoidose Associacéo do GIALAFOS et
rs361525 cardiaca genotipo AA, em al., 2014
ambos os
polimorfismos, com
maior acometimento
cardiaco
rs1800629 550 Paquistaneses Cardiomiopatia Associacéo do LIAQUAT et
dilatada genotipo AA com al., 2014
idiopética Cardiomiopatia dilata

rs1800629 e
rs361525

300

Paquistaneses Doenca arterial

coronariana

idiopatica
Gendtipo AA do HUSSAIN;
polimorfismo IQBAL,;

rs1800629 apresenta JAVED, 2015

maior risco de DAC

Fonte: Da autora (2016).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1043466613000616

3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1 Amostra

A amostra foi constituida por 707 individuos, euro-derivados, de ambos o0s
géneros, maiores de 18 anos, que realizaram exame de cateterismo cardiaco no
Centro de Hemodinamica do Hospital Bruno Born em Lajeado, RS, no periodo de julho
de 2012 a dezembro de 2013. Todos os individuos participantes do estudo foram
encaminhados ao servico por profissionais da area médica, via Sistema Unico de
Saude (SUS) ou convénio particular, com as seguintes condi¢des relatadas: angina
pectoris (aproximadamente 70% dos individuos), falta de ar, alteracdes de
eletrocardiograma e alteracdo de exames laboratoriais. Foram excluidos do estudo
agueles que estavam inconscientes no momento de realizacdo do exame e 0s que
nao tiveram discernimento do que estava sendo proposto na pesquisa. Todos 0s
individuos incluidos assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(ANEXO 1).

3.2 Coleta de dados

Os individuos que concordaram em participar do estudo assinaram o TCLE e

foram submetidos a um questionario semiestruturado (ANEXO 2), que incluiu dados
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demograficos, histéria médica, historico de doenga cardiovascular na familia, uso de
medicagdes, consumo de alcool, tabaco e pratica de atividades fisicas. Foram
coletados os dados antropométricos peso e altura, para calculo do indice de massa

corporal (IMC), além da circunferéncia da cintura.

Durante a realizacdo do exame de cateterismo, foi realizada a afericdo da
pressao arterial sistélica e diastélica. Foram também coletadas, pelos enfermeiros
responsaveis do centro de hemodinamica, amostras de sangue periférico, para
extracdo de DNA (4mL em tubo com anticoagulante EDTA) e para analises

bioquimicas (6mL em tubo com gel separador).

O diagnéstico de DAC em todos participantes do estudo foi estabelecido
através da avaliacdo dos laudos dos exames de cateterismo, realizado pelo médico
cardiologista responséavel pelo centro de hemodinamica. O critério utilizado para a
definicdo dos casos de DAC foi a presenca de lesbes com comprometimento maior
ou igual a 50%, em pelo menos uma das artérias coronarias. Os individuos que
apresentaram lesbes com comprometimento inferior ou igual a 30%, ou que nao
apresentaram sinais de lesfes, foram classificados como controles, sendo excluidos

os individuos com lesGes de comprometimento entre 31% e 49%.

3.3 Anélises Laboratoriais

3.3.1 Anédlises Bioquimicas

Os niveis séricos de colesterol total, HDL-colesterol, triglicerideos, glicose,
creatinina, transaminase glutdmico oxalacética (TGO), transaminase glutadmico
piravica (TGP), creatinoquinase (CK), creatinoquinase fragdo MB (CK MB), ureia e
PCR Ultrasensivel (Proteina C Reativa) das amostras foram determinados utilizando
kits comerciais da marca BioClin®. As dosagens foram realizadas na automacao de
bioguimica BS-120 da Mindray®, no laboratério de analises clinicas do Centro

Universitario UNIVATES. O controle de qualidade foi realizado utilizando controles
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comerciais normais e patolégicos da marca BioClin®. Os individuos estavam em jejum
de 12 horas. A concentracdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) foi estimada
através da Equacéao de Friedewald: CT-HDL—(TG/5).

3.3.2 Extrac&do de DNA

O DNA genbdmico dos leucocitos, em sangue total, foi extraido pelo método de
salting out, através de uma adaptacao do protocolo descrito por Lahiri e Nurnberger
(1991). Apo6s a extracdo, as amostras foram quantificadas utilizando
espectrofotometria de densidade éptica, no aparelho L-Quant®. Posteriormente, as
amostras foram diluidas, para uma concentragdo final de 20ng/uL de DNA, e

estocadas em freezer a 20 graus negativos.

3.3.3 Analise genética

As amplificacbes e genotipagens das amostras para 0s polimorfismos
rs2569190 (CD14), rs4986790 (TLR4), rs4986791 (TLR4), rs1800629 (TNFa) e -
rs361525 (TNFa) foram realizadas através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
com a tecnologia de discriminacéo alélica TagMan®, em um aparelho StepOne Real
Time PCR System (Applied Biosystems), disponivel no laboratério de biologia

molecular do Centro Universitario UNIVATES.

O polimorfismo rs28362491, no gene NFKB1, foi amplificado através da técnica
convencional de PCR, utilizando a sequéncia de primers descritas por Li e
colaboradores (2015) (forward 5-TGG GCA CAA GTC GTT TAT GA-3’ e reverse 5'-
CTG GAG CCG GTA GGG AAG-3’). A genotipagem foi realizada pelo método de
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms), que consiste na digestéo
enzimatica, pela enzima de restricdo PfIMI (Van91ll), dos fragmentos de insercéo.

Posteriormente, foi realizada a separacao dos fragmentos por eletroforese, em gel de
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agarose 2,5%, onde o alelo de delecéo foi identificado por uma banda 281 pares de
base (pb) e o alelo de insergéo pela presenca de dois fragmentos, com 240 pb e 45

pb, respectivamente.

3.4 Anédlises estatisticas

Os dados dos individuos foram tabulados no software SPSS (Statistical
Package for Social Sciences), versao 21.0 e analisados no mesmo programa com
auxilio de mais dois softwares, Plink (Whole genome data analysis toolset) e MDR
(Multifactor Dimensionality Reduction). O nivel de significaAncia adotado para as
analises estatisticas foi de p<0,05. As frequéncias alélicas foram estimadas por
contagem direta e o equilibrio de Hardy-Weinberg, para as frequéncias genotipicas,
foi testado pelo teste do qui-quadrado de Pearson. Os testes estatisticos realizados
foram ANOVA ou Kruskal-Wallis e qui-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher,
dependendo do tipo (qualitativo ou quantitativo) e distribuicdo (normal ou ndo normal)

dos desfechos investigados (software SPSS).

A associagao dos polimorfismos investigados com a DAC foi avaliada pelo teste
de regressao logistica e a associacdo da DAC com as variaveis bioquimicas foi
testada por regressao linear, ambas associacoes avaliadas para modelo aditivo,
dominante e recessivo, com p ajustado para género e p ajustado para género, idade,
consumo de tabaco (ex e atuais fumantes), uso de alcool e uso de medicacéo, as
qguais eram possiveis variaveis confundidoras (software Plink). As interacdes gene-

gene foram exploradas com auxilio do programa MDR para avaliar epistasia potencial.

3.5 Aspectos éticos

Este estudo esta inserido no projeto de pesquisa institucional “Aspectos

moleculares, ambientais e biomarcadores proteicos nas doengas multifatoriais”,
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coordenado pela professora Dra. Verdnica Contini, o qual foi aprovado pelo Comité
de Etica e Pesquisa do Centro Universitario Univates (COEP/UNIVATES), de acordo
com a Resolucao 196/96, que atualmente foi substituida pela nova Resolucéo 466 de
2012, e pela Direcéo Cientifica do Hospital Bruno Born, em maio de 2012. O sigilo a

identidade dos sujeitos é garantido através da utilizacdo de codigos.

3.6 Financiamento

O projeto “Aspectos moleculares, ambientais e biomarcadores proteicos nas
doencas multifatoriais” foi comtemplado com edital de financiamento interno do Centro
Universitario UNIVATES, através da Fundacdo Vale do Taquari de Educacéo e
Desenvolvimento Social (FUVATES).



4 RESULTADOS

A amostra total foi constituida por 707 individuos (408 homens e 299 mulheres),
com idade média de 62 anos. Foram incluidos, de acordo com os critérios
estabelecidos, 340 (48,1%) casos de DAC e 367 (51,9%) individuos controles. As
caracteristicas clinicas gerais dos participantes do estudo, categorizados de acordo

com o género, estdo descritas na tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas clinicas dos participantes de acordo com o género.

Todos n =707 Mulheres n =299 Homens n =408 P
Idade (anos) 62,9 (11,0) 64,0 (11,4) 62,1 (10,6) 0,025
Atual fumante (sim) 95 (13,4) 31(10,4) 64 (15,7) 0,044
Ex-fumante (sim) 279 (39,5) 66 (22,1) 213 (52,2) <0,0001
Uso de alcool (sim) 217 (30,7) 53 (17,7) 164 (40,2) <0,0001
Atividade fisica (sim) 272 (38,5) 112 (37,5) 160 (39,2) 0,639
Uso de medicagéo (sim)
Dislipidemias (sim) 304 (43,0) 128 (42,8) 176 (43,1) 0,938
Hipertenséo (sim) 514 (72,7) 226 (75,6) 288 (70,6) 0,147
Diabetes (sim) 102 (14,4) 41 (13,7) 61 (15,0) 0,666
DAC (sim) 83 (11,7) 38 (12,7) 45 (11,0) 0,554
Variaveis bioguimicas
Glicose (mg/dL) 107,9 (36,1) 108,2 (40,7) 107,8 (32,3) 0,885
Colesterol total (mg/dL) 162,8 (48,9) 168,0 (50,1) 159,1 (47,7) 0,017
HDL (mg/dL) 42.2 (12,7) 45,5 (12,5) 39,9 (12,4) <0,0001
LDL (mg/dL) 97,8 (41,3) 100,3 (43,7) 95,9 (39,3) 0,169
Triglicerideos (mg/dL) 114,1 (60,5) 111,3 (52,5) 116,2 (65,8) 0,275

Todos dados estédo expressos em n e (%) ou em média e (desvio padrdo). Abreviages: DAC, doenga
arterial coronariana; HDL, lipoproteina de alta densidade; LDL, lipoproteina de baixa densidade.
Fonte: Da autora (2016).

A caracterizagdo clinica dos individuos conforme a classificagdo caso e controle

para a DAC esta descrita na tabela 6. Foram encontradas diferencas significativas
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para as variaveis género, idade, tabagismo (ex-fumante), uso de medicagdo para
dislipidemias, HDL-colesterol e LDL-colesterol. Essas variaveis foram posteriormente

consideradas possiveis co-variaveis nos testes de associacdes com 0s genotipos.

Tabela 6. Caracteristicas clinicas dos participantes de acordo com o status caso-
controle.

Casos n =340 Controles n = 367 P
Género (homens) 232 (31,8) 176 (52,0) <0,0001
Idade (anos) 64,2 (10,4) 61,6 (11,3) 0,002
Atual fumante (sim) 55 (16,2) 40 (10,9) 0,052
Ex-fumante (sim) 160 (47,1) 119 (32,4) <0,0001
Uso de élcool (sim) 98 (28,8) 119 (32,4) 0,339
Atividade fisica (sim) 137 (40,3) 135 (36,8) 0,378
Uso de medicacao (sim)
Dislipidemias (sim) 161 (47,4) 143 (39,0) 0,030
Hipertenséo (sim) 249 (73,2) 265 (72,2) 0,824
Diabetes (sim) 55 (16,2) 47 (12,8) 0,243
DAC (sim) 38 (11,2) 45 (12,3) 0,741
Variaveis bioguimicas
Glicose (mg/dL) 110,2 (39,1) 105,8 (32,9) 0,109
Colesterol total (mg/dL) 161,0 (39,1) 105,8 (32,9) 0,437
HDL (mg/dL) 40,0 (11,4) 44,32 (13,5) 0,024
LDL (mg/dL) 97,4 (39,7) 98,1 (42,7) <0,0001
Triglicerideos (mg/dL) 119,5 (64,1) 109,1 (56,7) 0,834

Todos dados estédo expressos em n e (%) ou em média e (desvio padréo). Abrevia¢gBes: DAC, doenca
arterial coronariana; HDL, lipoproteina de alta densidade; LDL, lipoproteina de baixa densidade.
Fonte: Da autora (2016).

A tabela 7 apresenta a posicdo cromossdmica e a frequéncia do alelo menos
comum (MAF, do inglés minor allele frequency) dos polimorfismos investigados. O
calculo do Equilibrio de Hardy- Weinberg, para a distribuicdo das frequéncias

genotipicas, ndo evidenciou desvios significativos, em nenhum dos polimorfismos.

As analises de associacfes entre os polimorfismos investigados e a DAC estao
descritas na tabela 8. Foram detectadas associacdes significativas com o alelo del do
polimorfismo rs28362491 (-94 ATTG ins/del; gene NFKB1), no modelo dominante, e
com o alelo T do polimorfismo rs2569190 (-260C/T; gene CD14), nos modelos aditivo
e dominante. Para os demais polimorfismos, ndo foram detectadas associacdes

significativas em nenhum dos modelos testados.



Tabela 7. Caracteristicas dos polimorfismos.

Gene rs Polimorfismo Cromossomo Posicdo Al A2 MAF MAF MAF HWE HWE HWE

(todos) (mulheres) (homens)  (todos) (mulheres) (homens)
CD14 rs2569190 -260C/T or -159C/T 5g31.1 140633331 T C 0,473 0,438 0,498 0,404 1 0,234
TLR4 rs4986790 Arg299Gly or 896A/G 9g33.1 117713024 G A 0,036 0,038 0,034 0,607 0,356 1
TLR4 rs4986791 Thr399lle or 1196C/T 9g33.1 117713324 T C 0,037 0,037 0,037 1 0,331 1
NFKB1  rs28362491 -94 ATTG ins/del 4q24 102500998 del ins 0,431 0,410 0,445 0,335 0,383 0,530
TNFa rs1800629 -308G/A 6p21.3 31575254 A G 0,131 0,153 0,115 0,509 0,654 0,806
TNFa rs361525 -238G/A 6p21.3 31575324 A G 0,055 0,054 0,055 0,715 1 1

Al representa o alelo menos comum.Abreviacdes: MAF, do inglés Minor Allele Frequency; HWE, P do Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Fonte: Da autora (2016).

Tabela 8. Analise de regressdo logistica dos polimorfismos individuais sobre o status caso-controle.
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Modelo aditivo

Modelo dominante

Modelo recessivo

Gene Polimorfismo Alelo STAT P-1 P-2 P-3 OR STAT P-1 P-2 P-3 OR STAT P-1 P-2 P-3
CD14  rs2569190 T 2,33 0,0200  0,0545 0,0244 1,55 2,54 00112 0,0335  0.0206 1,25 1,19 0,2329 0,3409 0,1892
TLR4  rs4986790 G NC NC NC NC 1,09 0,28 0,7793  0,7341  0,8006 NC NC NC NC NC
TLR4  rs4986791 T NC NC NC NC 1,13 042 06750 0,6949  0,7508 NC NC NC NC NC
NFKB1 rs28362491 del 1,09 02759 03914  0,3536 1,44 2,13  0,0333  0,0470  0,0401 0,87 -064 05216 03763  0,4053
TNFa  rs1800629 A 0,37 0,7133 09542  0,8533 0,95 -0,28 0,7794 09016  0,8225 0,80 -041 06812 08560  0,9567
TNFa  rs361525 A NC NC NC NC 1,15 058 05593 0,5493  0,6952 NC NC NC NC NC

Abreviacdes: OR, odds ratio; STAT, do inglés Statistics; NC, ndo calculado devido a baixas frequéncias de alelos menos comuns.

P- 1: ndo ajustado; P- 2: ajustado para género; P- 3: ajustado para género, idade, uso de tabaco (atual e anterior), uso de &lcool e uso de medicac¢des.

Fonte: Da autora (2016).
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As andlises dos efeitos dos polimorfismos nas varidveis clinicas dos individuos
incluidos no estudo estao descritas nas tabelas 9 (glicemia) e 10 (perfil lipidico). Nas
analises da glicemia, os resultados indicaram um efeito dos polimorfismos
investigados nos genes TLR4 e TNFa. Portadores dos alelos G e T dos polimorfismos
rs4986790 e rs4986791, respectivamente, ambos localizados no gene TLRA4,
apresentam um aumento significativo nos niveis séricos de glicose, no modelo
dominante. Para o polimorfismo rs1800629, localizado no gene TNFa, observou-se
um aumento significativo nos niveis séricos de glicose, tanto no modelo aditivo quanto

no modelo recessivo, em portadores do alelo A.

As andlises do perfil lipidico demonstraram efeitos significativos dos
polimorfismos investigados nos niveis de colesterol (total, LDL e HDL) (Tabela 10). Os
resultados indicaram uma associacdo entre os alelos del e A, dos polimorfismos
rs28362491 (NFKB1) e rs1800629 (TNFa), respectivamente, com uma diminui¢cao dos
niveis séricos de colesterol total, nos modelos aditivo (rs28362491 e rs1800629) e
recessivo (rs28362491). Ainda, estes mesmo individuos, portadores dos alelos del e
A, apresentaram uma diminuicdo significativa nos niveis séricos de LDL-colesterol,
nos modelos aditivo e dominante para o polimorfismo rs28362491, e nos modelos
aditivo e recessivo para o polimorfismo rs1800629. Para o HDL-colesterol, detectou-
se um efeito dos alelos G e T dos polimorfismos rs4986790 e rs4986791,
respectivamente, ambos localizados no gene TLR4, na diminui¢cao dos niveis séricos,

no modelo dominante.

Para as interacbes gene-gene realizou-se uma analise exploratéria no
programa MDR. Porém, nao foram evidenciadas intera¢cfes significativas (dados nao

apresentados).



Tabela 9. Analise de regresséo linear dos polimorfismos individuais sobre a glicose.

58

Modelo aditivo

Modelo dominante

Modelo recessivo

Gene Polimorfismo Alelo STAT P-1 P-2 P-3 B STAT P-1 pP-2 P-3 b STAT P-1 p-2 P-3
CD14 rs2569190 T -0,28 0,7805 0,7824 0,9401 -1,74 -0,56 0,5767 0,5778 0,9094 0,44 0,13 0,8953 0,8937 0,9953
TLR4  rs4986790 G NC NC NC NC 15,80 2,97 0,0031  0,0031  0,0024 NC NC NC NC NC
TLR4  rs4986791 T NC NC NC NC 14,10 2,67 0,0078  0,0078  0,0067 NC NC NC NC NC
NFKB1 rs28362491 del -0,11 0,9112 0,9123 0,7392 -0,73 -0,23 0,8177 0,8185 0,9018 0,31 0,08 0,9363 0,9352  0,6526
TNFa rs1800629 A 1,98 0,0481 0.0493 0,2274 3,74 1,18 0,2395 0,2445 0,5897 31,38 3,24 0,0012 0,0013  0,0120
TNFa  rs361525 A NC NC NC NC 125 0,28 07767  0,7770  0,9714 NC NC NC NC NC

Abreviacdes: STAT, do inglés Statistics; NC, ndo calculado devido a baixas frequéncias de alelos menos comuns.
P- 1: ndo ajustado; P- 2: ajustado para género; P- 3: ajustado para género, idade, uso de tabaco (atual e anterior), uso de &lcool e uso de medicacdes.

Fonte: Da autora (2016).



Tabela 10. Analise de regresséo linear dos polimorfismos individuais sobre o perfil lipidico.
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Modelo aditivo

Modelo dominante

Modelo recessivo

Gene Polimorfismo Alelo b STAT P-1 P-2 P-3 b STAT P-1 pP-2 P-3 b STAT P-1 p-2 P-3
Colesterol
CD14 rs2569190 T -0,5 -0,2 0,8492 0,9809 0,8058 1,95 0,46 0,6443 0,4951 0,5228 -3,72 -0,82 04128 0,4879 0,2569
TLR4 rs4986790 G NC NC NC NC NC -0,77 -0,11 0,9157 10,8872 0,9676 NC NC NC NC NC
TLR4 rs4986791 T NC NC NC NC NC -2,45 -0,34 0,7334 10,7352 0,8860 NC NC NC NC NC
NFKB1 rs28362491 del -7,5 -2,8  0,0057 0,0082 0,0049 -7,20 -1,80 0,0729 0,0878 0,0778 -1361 -2,80 0,0053 0,0074 0,0028
TNFa rs1800629 A -6,6 -1,7 0,0860 0,0541 0,0488 -7,20 -1,68 0,0943 0,0613 0,0522 -10,61 -0,80 0,4223 0,3604 0,4885
TNFa rs361525 A NC NC NC NC NC -3,18 -0,53 0,5940 0,5914 0,7050 NC NC NC NC NC
HDL
CD14 rs2569190 T -0,53 -0,76  0,4457 0,7829 0,4246 -0,40 -0,36 0,7174 0,8890 0,6999 -1,06 -0,90 10,3698 0,5391 0,3285
TLR4 rs4986790 G NC NC NC NC NC -4,49 -2,40 0,0169 0,0113 0,0436 NC NC NC NC NC
TLR4 rs4986791 T NC NC NC NC NC -4,88 -2,62 0,0090 0,0076 0,0255 NC NC NC NC NC
NFKB1 rs28362491 del -0,62 -0,84  0,4008 0,5653 0,5908 -1,07 -0,98 0,3274 0,4211 0,4646 -0,43 -0,32 10,7486 0,9560 0,7934
TNFa rs1800629 A 1,44 1,45 0,1463 0,3066 0,2671 1,79 1,60 0,1096 0,2311 0,1886 0,40 0,12 0,9079 0,8891 0,8930
TNFa rs361525 A NC NC NC NC NC 1,16 0,75 0,4517 0,4450 0,3917 NC NC NC NC NC
LDL
CD14 rs2569190 T 0,3 0,1 0,8878 0,7879 0,9453 3,05 0,86 0,3906 0,3217 0,2979 -2,64 -0,69 04917 0,5401 0,3039
TLR4 rs4986790 G NC NC NC NC NC 1,20 0,20 0,8440 10,8598 0,7702 NC NC NC NC NC
TLR4 rs4986791 T NC NC NC NC NC 0,30 0,05 0,9605 0,9589 0,8402 NC NC NC NC NC
NFKB1 rs28362491 del -6,3 -2,8 0,0060 0,0076 0,0034 -5,69 -1,67 0,0950 0,1072 0,0792 -12,06 -2,93 0,0036 0,0045 0,0015
TNFa rs1800629 A 71 -2,2  0,0281 0,0204 0,0200 -8,07 -2,23 0,0262 0,0193 0,0163 -8,59 -0,77 10,4413 0,4043 0,5698
TNFa rs361525 A NC NC NC NC NC -5,08 -1,01 0,3120 0,3111 0,3988 NC NC NC NC NC
Triglicerideos
CD14 rs2569190 T -1,52 -0,46  0,6486 0,5840 0,6817 -3,58 -0,69 0,4920 10,4350 0,5757 -0,16 -0,03 0,9775 0,9344 0,9388
TLR4 rs4986790 G NC NC NC NC NC 13,04 1,46 0,1462 0,1418 0,2053 NC NC NC NC NC
TLR4 rs4986791 T NC NC NC NC NC 10,97 1,23 0,2178 0,2183 0,2952 NC NC NC NC NC
NFKB1 rs28362491 del -2,62 -0,73 0,4632 0,4322 0,5040 -2,11 -0,40 0,6903 0,6640 0,7795 -5,38 -0,84 0,4034 0,3762 0,4106
TNFa rs1800629 A -4,69 -0,99 0,3222 0,3612 0,2432 -4,68 -0,88 0,3809 0,4220 0,3118 -12,02 -0,73 0,4630 0,4898 0,3220
TNFa rs361525 A NC NC NC NC NC 3,76 0,51 0,6104 0,6099 0,6480 NC NC NC NC NC

Abreviacgdes: STAT, do inglés Statistics; NC, ndo calculado devido a baixas frequéncias de alelos menos comuns.
P- 1: ndo ajustado; P- 2: ajustado para género; P- 3: ajustado para género, idade, uso de tabaco (atual e anterior), uso de alcool e uso de medicacgdes.

Fonte: Da autora (2016).



5 DISCUSSAO

Nosso estudo avaliou o efeito de seis polimorfismos, localizados em quatro
genes envolvidos com o processo inflamatorio, na DAC. Nossos achados
demonstraram uma associacdo dos polimorfismos rs2569190, localizado no gene
CD14, e rs28362491, localizado no gene NFKB1, com a DAC. Além disso, também
evidenciaram efeitos significativos dos polimorfismos investigados em variaveis
clinicas relacionadas com o desenvolvimento da doenca. Foram detectados efeitos
dos polimorfismos nos genes TLR4 e TNFa nos niveis glicémicos e dos polimorfismos
nos genes TLR4, NFKB1 e TNFa no perfil lipidico, mais especificamente nos niveis
de colesterol total, HDL-colesterol e LDL-colesterol. Em conjunto, esses achados

corroboram a importancia de variantes genéticas do processo inflamatério na DAC.

A literatura que aborda as variantes genéticas relacionadas ao processo
inflamatorio na DAC é excedente, porém ainda apresenta achados inconsistentes. A
associacao dos polimorfismos rs2569190 (alelo T) do gene CD14 e rs28362491 (alelo
del) do gene NFKB1 com a DAC, verificada no nosso estudo, ja foi evidenciada por
uma série de estudos (KONDO et al., 2003; LAI et al., 2015; LIMA-NETO et al., 2013;
YANG et al.,, 2014). Bernardo e colaboradores (2006) encontraram associagéo
significativa do polimorfismo do gene CD14 com niveis séricos aumentados de
proteina C reativa, consequentemente, com maior risco isquémico. Ja uma meta-
analise recente relatou a associacdo do polimorfismo rs28362491 do gene NFKB1,
com risco aumentado para DAC de 21% em caucasoides e de 47% em asiaticos
(CHEN et al., 2016).
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E bem estabelecido que o processo inflamatério tem papel chave no
desenvolvimento e progressédo da DAC, no qual o NFkB € o mediador principal desse
processo. Entretanto, o receptor de membrana de mondcitos/macréfagos CD14 tem
um papel importante na inflamacao também, uma vez que esse receptor de membrana
reconhece microrganismos e outros fatores de estresse exdgeno e endégenos, como
por exemplo a LDL-ox acumulada na parede das artérias. O reconhecimento do
agente agressor pelo CD14 aciona a via de sinalizacdo que conduz a ativacao do fator
de transcricado NFkB, que por sua vez promove o aumento da producéo de citocinas
pro-inflamatérias, incluindo o TNFa (HOAREAU et al., 2010; DE LOERA-RODRIGUEZ
et al., 2014; YONG et al., 2016).

O polimorfismo rs2569190 no gene CD14 pode levar a uma resposta diferencial
do receptor de mondcitos/macréfagos, onde estudos tem demonstrado que esse
polimorfismo pode aumentar a atividade promotora do gene, alterando a expressao
de CD14 de membrana e CD14 soluvel (LEVAN et al., 2001; ENG et al., 2004,
CANTONE et al., 2016). Porém, outras andlises relatam que o polimorfismo
rs2569190, no gene CD14, situa-se proximo ao dominio de ligacdo do fator de
transcricdo Spl. Dessa forma, o polimorfismo pode levar a reducéo da ligagédo de Spl
ao seu dominio no DNA, e aumentar a expressao de CD14. Esse efeito aumenta os
niveis de CD14 sollvel e aumenta a densidade de CD14 ligado a membrana. Portanto,
o aumento de CD14 faz com que ocorra uma maior ativacdo da via de sinalizacéo
NFkB e, consequentemente, aumenta a producdo de citocinas proé-inflamatérias,
aumentando o risco de desenvolvimento de DAC (LEVAN et al., 2001; MERTENS et
al., 2009; CANTONE et al., 2016; YONG et al., 2016).

A partir do reconhecimento da LDL-ox acumulada na parede das artérias, na
aterosclerose, pelo CD14, a via de sinalizacdo NFkB € ativada, sendo este fator de
transcricdo responsavel pela regulacdo da transcricdo de aproximadamente 200
genes alvos, podendo esses serem pro-inflamatorios ou anti-inflamatorios. O papel do
NFkB como pré ou anti-inflamatorio é determinado pelas suas subunidades, onde o
gene NFKB1, cuja expressao é influenciada pelo polimorfismo rs28362491, codifica a
subunidade p50. O homodimero de p50/p50 tem propriedades anti-inflamatérias por
inibicdo da transcricdo de citocinas pré-inflamatérias como a TNFa e a IL-12, e

ativacdo da transcricdo de citocinas anti-inflmatorias, como a IL-10 (KARBAN et al.,
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2004; PEREIRA; OAKLEY, 2008). Enquanto o heterodimero p65/p50, mais abundante
no processo inflamatorio, apresenta propriedades proé-inflamatérias, ao estimular a
transcricdo das citocinas pro-inflamatorias, tais como TNFa, IL-1B e IL-6 (LAI et al.,
2015; PERKINS, 2007; YOSHINO et al., 2016; ZHOU et al., 2016).

A associacao do polimorfismo rs28362491 do gene NFKB1 com a DAC pode
estar relacionada com o fato de o gendtipo delecdo/delecdo ser responsavel pela
down-regulation da subunidade p50, através da reducdo ou destruicdo dos sitios de
ligacdo do fator de transcricdo (CAO et al., 2006; PEREIRA; OAKLEY, 2008). Uma
vez que os niveis baixos da subunidade p50 afetam principalmente a concentracéo
do homodimero p50/p50, mais do que a concentracdo do heterodimero p50/p65,
mostra que o gendtipo del/del para o polimorfismo rs28362491 do gene NFKB1 pode
contribuir para a patogénese da DAC, associado com uma resposta pro-inflamatoria
maior (CHEN et al., 2016a; LAl et al., 2015; STEGGER et al., 2013; YOSHINO et al.,
2016).

Com relacao aos genes TLR4 e TNFa outros estudos também ndo encontraram
associacdo dos polimorfismos rs4986790, rs4986791, rs1800629 e rs361525 com a
DAC (KOCH et al., 2006; SUKHININA et al., 2012; HEIDARI et al., 2015; CHEN et al.,
2016). Ainda, cabe ressaltar que mesmo nao tendo sido detectadas associacdes
desses polimorfismos com a DAC, no nosso estudo, ndo se descarta a importancia

desses genes na patologia.

Ainda, ao avaliarmos as variaveis bioquimicas dos individuos participantes do
estudo, detectamos associagdo dos polimorfismos rs4986790 (alelo G) e rs4986791
(alelo T) do gene TLR4 e rs1800629 (alelo A) do gene TNFa com 0s niveis séricos de
glicose aumentados, em comparacdo aos portadores dos alelos ancestrais. E de
comum acordo na literatura que o0s niveis séricos elevados de glicose e,
consequentemente, a diabetes mellitus, sao fatores de risco para o desenvolvimento
de doenca cardiovascular (MEIGS, 2003; D’AGOSTINO et al., 2008; LERARIO et al.,
2008). Resultados de estudos do grupo DECODE (Collaborative Analysis of
Diagnostic Criteria in Europe), que avaliaram o risco de morte para doencas
cardiovasculares em individuos com e sem DM, indicaram um aumento de 50% de
risco de morte para DCV quando os individuos apresentavam niveis séricos de glicose

aumentados, 0 que corrobora a relacdo dos niveis elevados de glicose com as
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doencas cardiovasculares (DECODE STUDY GROUP, THE EUROPEAN DIABETES
EPIDEMIOLOGY GROUP., 2001; COLEMAN et al., 2007).

Estudos em modelos animais, cultura de células e de associacdo mostram que
a diabetes, ou aumento dos niveis séricos de glicose, podem estar associados com a
resposta imune (UYSAL et al.,, 1997, FERNANDEZ-REAL et al., 2000; KOLB:
MANDRUP-POULSEN, 2005), uma vez que a dieta dos individuos, como por
exemplo, o alto consumo de &cidos graxos saturados, esta interligado com os altos
niveis de glicose e de perfil lipidico na corrente sanguinea, que levam a altas
concentracdes de citocinas pro-inflamatérias (BAER et al., 2004; BASU, 2006). Além
disso, as altas taxas de &cidos graxos saturados levam ao acumulo do mesmo nos
adipécitos e em macréfagos, que podem induzir & obesidade e, posteriormente, ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina, principalmente se houver acumulo de
adipdcitos no figado (SEPPALA-LINDROOS et al., 2002; BASTARD et al., 2006;
THAMER et al., 2007; WEYRICH et al., 2010).

Ainda, a ligacdo entre o sistema imune inato e a obesidade ocorre devido as
caracteristicas comuns dos macrofagos e adipécitos, 0s quais secretam varios
quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias. Com isso, ambos os adipocitos e
macrofagos expressam o receptor de membrana TLR4. Dessa forma, as variantes
genéticas rs4986790 e rs4986791 do gene TLR4 podem agir em células diferentes
além dos macrofagos, principalmente em adipécitos armazenados no figado, onde os
polimorfismos do gene TLR4 vao fazer com que a expressao do gene aumente e mais
citocinas pro-inflamatérias, como o TNFa sejam ativadas no figado, o que leva a
resisténcia a insulina, ou seja, aumento dos niveis de glicose na corrente sanguinea.
Contudo, com a ativagdo da transcricdo do gene TNFa, a variante genética nesse
gene também pode aumentar a expressao do mesmo e contribuir para o aumento dos

niveis séricos de glicose.

Além disso, ocorre também a diminuicao de niveis séricos de HDL-colesterol e
aumentos dos demais componentes do perfil lipidico, resultado esse que vai de acordo
com nossos achados, uma vez que encontramos associagao significativa com o alelo
de risco para os polimorfismos rs4986790 e rs4986791 e niveis diminuidos de HDL-
colesterol (BASTARD et al., 2006; WONG et al., 2009; WEYRICH et al., 2010). Em

resumo, estes polimorfismos estao relacionados principalmente com o aumento do
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consumo de &cidos graxos saturados, oriundos da dieta e da baixa pratica de exercicio
fisico, que levam ao desenvolvimento de obesidade (KUBASZEK et al., 2003;
FERWERDA et al., 2008; KOLZ et al., 2008; STEINHARDT et al., 2010; CUDA et al.,
2011).

Para as variantes bioquimicas colesterol total e LDL-colesterol encontramos
associagdo dos portadores do alelo del e do alelo A, para os polimorfismos
rs28362491 no gene NFKB1 e rs1800629 no gene TNFa, respectivamente, com a
diminuicdo nos niveis de ambos os colesteroéis. Esses resultados vdo em confronto
com a maioria dos estudos de associagédo, onde os autores relatam associacado dos
alelos de risco del e A, para os polimorfismos rs28362491 e rs1800629, com o
aumento do colesterol total e do LDL-colesterol (MALLIK; MAJUMDER, 2011;
AZADBAKHT et al., 2016; BALOTSEYV et al., 2016; DOMINGUES et al., 2016; LIANG
et al., 2016).

Entretanto, estudos com modelos animais vem levantando hip6teses que
podem explicar nossos achados. Sabe-se que o fator de transcricdo PPAR
(peroxisome proliferator-activated receptors) esta envolvido na regulacdo de varios
genes que controlam o metabolismo de &cidos graxos. Porém, a atividade deste fator
é reprimida pelo gene NFkB quando o mesmo esta ativado. Ou seja, 0 alto consumo
de &cidos graxos necessita da regulacdo do seu metabolismo pela ativacdo de
diversos genes através do fator de transcricdo PPAR, mas esse, por sua vez, esta
bloqueado, j& que os niveis aumentados de gordura na corrente sanguinea ativam a
via de sinalizacdo NFkB para a producdo de citocinas pré-inflamatérias (HUNTER;
KANDARIAN, 2004; RAZEGHI et al., 2007). Porém, achados sugerem que a variante
genética rs28362491, no gene NFKB1, na qual portadores do alelo del apresentam
diminuicdo da expressao da subunidade p50, apresentam niveis de colesterol total e
LDL-colesterol diminuidos, devido a ativacao do fator de transcricdo PPAR, uma vez
gue com a diminui¢do da subunidade p50 o NFkB n&o consegue bloquear a agao do
PPAR normalmente (MINEGISHI et al., 2015).

Ja para o gene TNFa alguns estudos vem sugerindo que o aumento desta
citocina pro-inflamatoria esta relacionada com a diminuicéo dos niveis séricos de perfil
lipidico, assim como os nossos resultados, no qual portadores do alelo menos comum

para o polimorfismo rs1800629 apresentaram niveis séricos de colesterol total e LDL-
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colesterol diminuidos (LEBOEUF, 1998; DAIEN et al., 2012; SCHREYER; CHUA; YE;
MCGUINNESS, 2013; LIN et al., 2015; CHEN et al., 2016; HASSAN et al., 2016).
Acredita-se que esses resultados séo provenientes do aumento da expressao do gene
TNFa em portadores do alelo A para o polimorfismo rs1800629, que esté localizado
na regido promotora do gene. Esse aumento por sua vez, além de regular
positivamente 0s niveis da citocina pro-inflamatéria TNFa, aumenta a atividade do
receptor LDL, que captura maior numero de moléculas de colesterol da corrente
sanguinea, fazendo a sintese do mesmo no figado, diminuindo, entdo, os niveis
séricos de colesterol total e LDL-colesterol (GOUNI et al., 1993; FRAUNBERGER et
al., 1998; DAIEN et al., 2012).

Nossos resultados devem ser interpretados considerando algumas limitagcdes.
Em primeiro lugar, os niveis circulantes de CD14, TLR4, NFkB e TNFa nao foram
medidos para validar os resultados. Em segundo lugar, o tamanho da amostra é
relativamente pequeno. Entretanto, nos permitiu alcancar poder estatistico suficiente
para realizar nossas andlises. Além disso, esses dados podem ser incorporados em
meta-analises futuras. Ainda, trata-se de resultados exploratérios para 0s quais nao
foram feitas correcdes para multiplos testes. Dessa forma, mais estudos in vitro e in

vivo devem ser realizados para confirmar nossos resultados.

Os numeros elevados de morbimortalidade para DAC e a previsdo de aumento
dessas taxas para 0s proOXimos anos, e, consequentemente, de suas complicacoes,
salienta a importancia de estudos que colaborem para 0s processos patogénicos da
DAC. Os estudos de associacao de variantes genéticas sdo um destes caminhos para
desvendar os processos biolégicos da DAC, permitindo que populagdes com maior

susceptibilidade recebam maior atencéo e nao sejam prejudicados pela doenca.



6 CONCLUSOES

Em conclusdo, nossos resultados sugerem um papel dos polimorfismos
rs2569190 (gene CD14) e rs28362491 (gene NFKB1) na DAC, além da influéncia de
polimorfismos rs4986790, rs4986791 (gene TLR4) e rs1800629 (gene TNFa) nos
niveis séricos de glicose e HDL-colesterol e dos polimorfismos rs28362491 (gene
NFKB1) e rs1800629 (gene TNFa) nos niveis séricos de colesterol total e LDL-
colesterol, nos individuos da nossa amostra. Esses achados estdo de acordo com
outros estudos que associam consistentemente o processo inflamatério com o perfil

lipidico e com a fisiopatologia da DAC.
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ANEXO 1- TERMO DE CONCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo: Aspectos Moleculares das Doencas Multifatoriais.

A doenca coronariana (entupimento dos vasos do coragdo) é uma das principais
causas de doencas do coracao, tendo como consequéncia angina (dores no peito), infarto do
miocardio (ataque cardiaco), e outras manifestacdes. Atualmente se sabe que, além dos
habitos de vida das pessoas, existe influéncia de fatores genéticos na ocorréncia desta
doenca.

Este estudo pretende avaliar algumas caracteristicas genéticas em pessoas que tem
doenca coronariana e em pessoas que nao tem esta doenca, para saber se estas
caracteristicas realmente sdo associadas a ocorréncia destas doencas cardiacas. Para isso
sera pesquisada uma regido do cédigo genético, ou seja, com uma amostra de sangue sera
feito um exame para identificar um pequeno pedacinho da sua genética, que pode estar
relacionado a maior facilidade de desenvolver doenca coronariana. E também serdo
realizados exames basicos de laboratério, para a dosagem de colesterol, glicose, enzimas,
entre outros. Estes resultados serdo analisados pelos pesquisadores, no Centro Universitario
Univates, e podem futuramente contribuir para o melhor diagndéstico, prevencao e tratamento

de casos de doenca coronariana.

Se vocé aceitar participar deste estudo, na hora do cateterismo, o médico que fara o
procedimento vai coletar uma amostra de sangue (igual a coletada para exames de
laboratdrio). Esta coleta sera feita na mesma “picada” que o médico faz para o exame, ou
seja, vocé ndo sera picado mais uma vez para participar da pesquisa, ndo provocando
nenhum desconforto além do previsto pelo exame de cateterismo. Também serédo realizadas
algumas perguntas para vocé, em entrevista em local reservado, sobre informacdes

importantes para o estudo, levando em torno de 15 min.

A participacdo na pesquisa nao envolve nenhum tipo de gasto financeiro por parte do
participante, e nem traz riscos a sua saude, visto que o0s procedimentos seréo feitos no mesmo
momento e local do exame de cateterismo. Os desconfortos previstos seriam somente o
tempo de responder as perguntas da entrevista e 0 possivel constrangimento diante de
alguma pergunta, sendo que a entrevista pode ser interrompida e retomada mais tarde, se
necessario. Ainda, o participante ndo tera nenhum beneficio financeiro por participar deste
estudo. Os desconfortos relativos ao exame de cateterismo j& foram ou serdo explicados pela
equipe do hospital.

Vocé deve saber que pode solicitar esclarecimentos sobre a sua participagdo no
estudo a qualquer momento, e também de que é livre para retirar o seu consentimento, se
assim o desejar, sem nenhum impacto sobre o seu atendimento no hospital. As informacdes
obtidas neste estudo serdo analisadas pela equipe de pesquisadores, garantindo o sigilo dos
nomes e informagdes, ou seja, 0 seu nome nunca sera divulgado, e 0s seus resultados serdo



90

analisados em conjunto com os de outros participantes, ndo sendo possivel identificar nenhum
participante individualmente. Os resultados serdo divulgados em eventos cientificos e
publicados para conhecimento da comunidade cientifica, sempre com a garantia de que os
participantes ndo seréo identificados.

A coordenadora da pesquisa € a Profa. Verdnica Contini, professora da UNIVATES,
que estd a disposicdo para o esclarecimento de duavidas que for necessério, no telefone
37147000, ramal 5534.

Este projeto de pesquisa foi analisado quanto ao atendimento de exigéncias éticas
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Univates, sendo aprovado.

Aceitando participar do estudo, vocé deve assinar este termo em duas vias (ficando
uma com Vocé e outra com os pesquisadores).

Declaracgdo do participante:

Declaro que li o termo acima, e que tive todas as informagdes necessarias sobre o
projeto, e assim, aceito participar, como voluntério, deste estudo.

Nome do voluntério Assinatura do voluntario

Nome do pesquisador entrevistador Assinatura do pesquisador entrevistador

Testemunha Assinatura da testemunha
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ANEXO 2- QUESTIONARIO SEMIESTRUTURADO

Centro Universitario UNIVATES
Aspectos Moleculares das Doencas Multifatoriais

Nome: Cadigo:

Entrevistador: Data: / /

Dados s6cio-demogréficos:

A. Endereco:
B. Cidade: C. Residéncia: 1.( )Rural 2. ( )Urbana
D. Telefone para contato: ( ) Outro telefone: ( )

E. Estado civil: 1.( ) Solteiro 2. ( )Casado(a)/vive com companheiro(a)

F. Sexo: 1. ( )Feminino 2. ( )Masculino G. Idade:

H. Anos de estudo:

I. 1.( )Analfabeto 2. ( )Ensino fundamental incompleto (1° grau incompleto) 3. ( )Ensino fundamental
completo (1° grau completo) 4. ( )Ensino médio (2° grau incompleto) 5.( )Ensino médio completo (2°
grau completo) 6.( )Ensino superior incompleto (3° grau incompleto) 7. ( )Ensino superior completo
(3° grau completo) 8.( )Pdés-graduagéo

J. Profiss@o/Ocupacao: 1.( )Aposentado 2.( )Do lar 3.( )Comerciante 4. ( )Autbnomo 5.()Outro.
Qual?

K. Plano de saade: 1.( )SUS 2. ( )Particular. Qual?

Tabagismo:
L. Fuma: 1.( )Sim 2.( )N&o

M. Abstinéncia ao fumo: 1.( ) Ndo fuma hd menos de um ano 2.( ) Entre um e dez anos 3.( )10 a
20 anos

4.()20a30anos 5.( )30 a40anos 6.( ) mais de 40 anos 7.( )Nao se aplica

N. Tem contato com fumantes ativos (sendo vocé fumante passivo)? 1.( )Sim 2.( )N&o

O. Qual ambiente de contato com fumantes? 1.( ) domicilio 2.( )bares, ambientes de lazer

3.( )ambiente laboral 4.( )locais publicos abertos e/ou fechados 5. () outro 6.( )N&o se aplica
P. Se fuma, quantos cigarros por dia: 1.( )Nenhum 2.( )um a 10 cigarros 3.( )10 a 20 cigarros

4.()20 a 30 cigarros 5.( )30 ou mais cigarros
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Alcoolismo e outras drogas:
Q. Consome bebidas alcodlicas regularmente: 1.( )Sim 2.( )Nao
R. Frequéncia: 1.( )até duas vezes por sem 2.( )3 a 4 vezes por semana 3. ( )5 a7 dias por semana

S. Se ja foi alcoolista, qual é o tempo de abstinéncia ao alcool: 1.( ) Nao bebe ha menos de um
ano 2.( ) entre um e dez anos 3.( )10 a 20 anos 4.( ) 20 a 30 anos 5.( )30 a 40 anos 6.( ) mais
de 40 anos 7.( )NA

T. Utiliza alguma das seguintes drogas: 1. ( ) maconha 2. ( )cocaina 3.( )crack 4.( )outra
Historia familiar:
U. Tem historia de doenca cardiovascular na familia? 1.( )Sim 2.( )Nao

V. Qual é adoenca:

X. Qual é o parentesco? 1.( )Mée 2.( )Pai 3. ( )Irmaos 4.( )Avos por parte de méae 5.( )Avés por
parte de pai 6.( )Tios 7.( )Primos

Y. Atividade fisicaregular:  1.( )1Xsem 2.( )2Xsem 3.( )3 a 4Xsem 4.( )5 a 7Xsem

INFORMACOES MEDICAS

AA. Diagnoéstico/sintomas anteriores ao cateterismo:

AB. Indicacdo do cateterismo:

AC. Resultado do cateterismo:

AD. Medicamentos utilizados:

AE.Altura: m AF.Peso: Kg AG. IMC: AH. circ. cintura: cm

Al. Achados eletrocardiograficos:

AJ. Pressdo arterial - data da Gltima verificagao: / /20
AK. Presséo sistolica: mmHg Pressao Diastélica: mmHg
AL. Tempo de jejum: h

AM. Observacgdes:




